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Lipidne kapljice (LK) so pred kratkim priznani citosolni organeli s primarno nalogo 
shranjevanja maščob. Sestavljene so iz sredice nevtralnih lipidov obdane z enim 
slojem fosfolipidov in proteinov. Njihovo število, sestava in velikost se nenehno 
spreminjajo glede na celične potrebe in okolje. Pomembno vlogo imajo pri 
agresivnih rakavih celicah, saj omogočajo njihovo preživetje v tumorskem okolju, 
ki je pogosto hipoksično in revno s hranili. Na površini fosfolipidnega monosloja 
LK je pripetih mnogo proteinov in encimov z različnimi biološkimi funkcijami. V 
predhodnem delu naše raziskovalne skupine smo ugotovili, da imajo LK 
pomembno vlogo pri celičnem odzivu na stres, ki ga povzroči pomanjkanje hranil. 
Predvidevamo, da se dinamične spremembe LK v odzivu na celični stres 
odražajo v spremenjeni sestavi njihovega proteoma. V tem delu smo želeli 
ugotoviti, kako se proteom LK spremeni, ko visokoinvazivne celice raka dojke 
MDA-MB-231 izpostavimo akutnemu pomanjkanju hranil. Intaktne LK smo 
izolirali iz stradajočih in kontrolnih celic, izvedli izolacijo proteinov, jih razgradili 
do peptidov in jih analizirali ter kvantificirali z masno spektrometrijo z uporabo 
pristopa LFQ (ang. "label-free quantification"). Od skupno 381 zaznanih proteinov 
smo jih 155 (41 %) uvrstili med kontaminante iz drugih celičnih razdelkov, 49 
proteinov pa smo glede na dosedanje raziskave lahko povezali z delovanjem LK. 
Med slednjimi smo zaznali 15 »bona fide« proteinov LK, ki so jim v drugih 
raziskavah pripisali vezavo na LK. Identificirali smo kar 177 (47 %) proteinov, ki 
jih dosedanje študije niso povezale z delovanjem LK in predstavljajo nove, 
potencialno zanimive tarče za nadaljnje raziskave. Akutno stradanje celic raka 
dojke je močno vplivalo na sestavo proteoma LK. Izpostavili bi 20 proteinov z 
bistveno spremenjenim izražanjem: G0S2, CDC42, SNX12, CBX3, UBA52, 
HEBP1, RAC2, AUP1, TBCB, GLRX3, CAST, DBNL, NUCKS1, PTGES3, TXN, 
PRDX5, TCEAL3, ACSL3, LUC7L2 in HSD17B11. Poleg proteinov vpletenih v 
presnovo maščobnih kislin, holesterola in metabolizem LK (ACSL3,  HSD17B11, 
HSD17B7, G0S2) smo zaznali proteine, ki sodelujejo pri ubikvitinaciji (UBA52, 
AUP1), vnetnih odzivih (PTGES3), vzdrževanju redoks ravnotežja v celici (TXN, 
PRDX5), vezikularnem transportu (TRAPPC3, LZTFL1), organizaciji citoskeleta 
(TBCB, DBNL) in jedrnih procesih (TCEAL3, NUCKS1). Ti rezultati kažejo na 
povezavo med dinamičnimi spremembami v proteomu LK in celičnem odzivu na 
stres. Rezultati tega dela so pomembni za nadaljnje raziskave še neznanih vlog 
številnih z LK povezanih proteinov pri presnovi in delovanju organela ob stradanju 
in drugih stresnih pogojih. 
Ključne besede: 





Lipid droplets (LD) are newly recognized cytosolic organelles primarily involved 
in lipid storage. LDs are composed of a neutral lipid core, surrounded by a 
phospholipid monolayer and proteins. Their number, composition and size are 
constantly changing according to cellular needs and environmental conditions. 
LDs have important roles in aggressive cancer cells as they enable their survival 
in the hypoxic and nutrient poor tumour microenvironment. Many proteins and 
enzymes with different biological functions are bound to the surface of LDs, 
embedded within the phospholipid monolayer. Our previous studies have 
identified an important role of LDs in the cellular stress response to starvation. 
We assume that the dynamic changes in LD metabolism and function caused by 
cell stress are accompanied by corresponding alterations in their proteome. In 
this master thesis we set to explore the nutrient deficiency-induced changes in 
the LD proteome of aggressive MDA-MB-231 breast cancer cells. Intact LD were 
isolated from starved and control cells, proteins were extracted, digested to 
peptides and analysed the latter with mass spectrometry using the label-free 
quantification approach. In total, we identified 381 proteins associated with the 
LD fraction, 155 (41 %) of which were classified as contaminants from other cell 
compartments, while 49 proteins were classified as LD-associated according to 
previous studies. Among the latter, we detected 15 »bona fide« LD proteins, for 
which a clear interaction with LDs has already been directly demonstrated in 
previous studies. Importantly, we detected 177 (47 %) proteins without a known 
connection to LDs, representing a group of novel, potentially interesting targets 
for further investigation. We also found that the acute starvation conditions 
imposed on breast cancer cells had a significant effect on the composition of the 
LD proteome. Notably, significant change in the amounts of the following 20 LD-
associated proteins were detected: G0S2, CDC42, SNX12, CBX3, UBA52, 
HEBP1, RAC2, AUP1, TBCB, GLRX3, CAST, DBNL, NUCKS1, PTGES3, TXN, 
PRDX5, TCEAL3, ACSL3, LUC7L2 and HSD17B11. Among these, there are 
proteins involved in fatty acid, cholesterol and LD metabolism (ACSL3, 
HSD17B11, HSD17B7, G0S2), ubiquitination (UBA52, AUP1), inflammation 
(PTGES3), cellular redox homeostasis (TXN, PRDX5), vesicular transport 
(TRAPPC3, LZTFL1), cytoskeletal organization (TBCB, DBNL) and nuclear 
function (TCEAL3, NUCKS1). These results suggest that the LD proteome is 
significantly altered in cancer cells exposed to acute nutrient stress and provide 
an impetus for future studies on the roles of novel LD-associated proteins in 
cancer cell metabolism and response to stress. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ACAT  acil-CoA:holesterol aciltransferaza 
ACN  acetonitril 
APS  amonijev persulfat 
ATGL  adipozna trigliceridna lipaza 
cAMP  ciklični adenozin monofosfat 
CITO  citosolna frakcija 
CoA  koencim A 
DAG  diacilglicerol 
DGAT  diacilglicerol aciltransferaza 
DPBS  Dulbeccov fosfatni pufer 
ER  endoplazemski retikulum 
FASN  sintaza maščobnih kislin 
FBS  serum govejega zarodka 
HBSS  Hanksova solna raztopina 
HSL  hormonsko odvisna lipaza 
LK  lipidna kapljica 
MAGL  monoacilglicerol lipaza 
MEM  membranska frakcija 
MK  maščobna kislina 
MS  masna spektrometrija 
mTOR sesalska tarča rapamicina 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NaDS  natrijev dodecilsulfat 
PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PJS  post-jedrna frakcija 
PKA  protein kinaza A 
PKB  protein kinaza B 
PLA2  fosfolipaza A2 
PLIN  perilipin 
ROS  reaktivne kisikove zvrsti 
RPMI  medij inštituta Roswell Park Memorial 
TAG  triacilglicerol oz. triglicerid 
TCEP  tris-(2-karboksietil)-fosfin 
TEMED tetrametiletilendiamin 




1.1 Lipidne kapljice 
Lipidne kapljice (LK) so citosolni organeli, prisotni v večini evkariontskih in tudi v 
nekaterih prokariontskih celicah [1]. Pri nekaterih celičnih linijah so opazili njihovo 
prisotnost tudi v jedru. LK v glavnem služijo shranjevanju lipidov in v maščobah 
topnih vitaminov in predstavljajo rezervoar substratov za pridobivanje energije in 
sintezo membran [2]. Njihova zmožnost shranjevanja lipidov preprečuje 
lipotoksičnost na račun prevelike količine MK in drugih oblik lipidov v celici. Prvič 
so bile opažene konec 19. stoletja, ampak so jih dolgo imeli za inertne maščobne 
delce, šele v zadnjih letih pa so priznane kot organeli, saj številne študije kažejo 
na njihovo pomembno vlogo pri različnih celičnih procesih, kot so uravnavanje 
metabolizma lipidov, razvrščanje in shranjevanje proteinov ter kontrola njihove 
kvalitete [3]. LK sodelujejo tudi pri pomnoževanju virusov. Velikost, število in 
sestava LK se med celicami zelo razlikuje, kar je odraz raznolikosti metaboličnih 
stanj med različnimi vrstami celic. Merijo lahko od nekaj 10 nm, v adipocitih pa 
lahko dosežejo tudi do 100 µm [4].  
LK sestavljajo hidrofobna sredica iz nevtralnih lipidov, tj. triacilglicerolov (TAG) in 
sterolnih estrov, obdaja pa jo fosfolipidni monosloj v večini iz fosfatidilholina in 
fosfatidiletanolamina [3]. Na površini LK so prisotni razni proteini, ki so direktno 
usidrani v lipidni monosloj ali pa so na LK pripeti posredno preko usidranih 
proteinov [4]. 
1.1.1 Fiziološki pomen LK 
Svojo glavno nalogo, skladiščenje energetskih substratov, LK opravljajo v 
adipocitih belega maščobnega tkiva. V teh celicah se večinoma nahaja ena LK, 
ki zavzema celotno citoplazmo. LK služijo kot vir energije tudi v počasnih, 
oksidativnih skeletnih mišičnih vlaknih tipa I, saj ta tip mišičevja učinkovito izrablja 
lipide kot vir energije. Veliko kapaciteto tvorbe LK imajo še enterociti tankega 
črevesja, kjer pride do tvorbe TAG in LK iz eksogenih lipidov [5]. Razgradnja LK 
v enterocitih nato pripomore k tvorbi hilomikronov, ki transportirajo prehranske 
lipide po krvnem obtoku. Pomembna vloga LK se kaže tudi v celicah korteksa 
nadledvične žleze, saj se tam sterolni estri skladiščijo v LK in porabijo za sintezo 
steroidnih hormonov. LK pa imajo pomembno vlogo že zelo zgodaj v razvoju. Pri 
embriogenezi se namreč v rumenjakovi vreči v obliki LK shranjujejo lipidi 
pridobljeni iz materinega krvnega obtoka [5]. 
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1.1.2 Patološki procesi, povezani z LK in lipidnim metabolizmom 
V normalnih pogojih maščobno tkivo shranjuje MK v obliki TAG v LK. Pri mnogih 
kroničnih boleznih pride do presežene kapacitete shranjevanja MK v maščobnem 
tkivu, predvsem zaradi kronične in prekomerne prisotnosti lipidov. Ti se zato 
začnejo kopičiti na ektopičnih mestih, tj. v skeletnih mišicah, srcu in jetrih, kjer 
povzročajo lipotoksičnost in motijo različne celične procese, kar lahko v končni 
fazi vodi do bolezni kot so debelost, metabolični sindrom, srčne ter jetrne bolezni 
in diabetes [6]. Previsoke količine MK lahko v celici povzročijo spremembe v 
celični homeostazi zaradi povečane tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS), 
stresa ER, mitohondrijskih poškodb, spremenjenih signalih poti, napačnega 
inzulinskega signaliziranja, povečane tvorbe vnetnih mediatorjev in celične smrti 
[7]. Povečana tvorba ROS poveča lipidno peroksidacijo, poškodbe membran, 
DNA in proteinov. Ko je koncentracija MK v celici previsoka pa pride tudi do 
sinteze toksičnih ceramidov, ki zmotijo signalizacijo preko inzulina in pripomorejo 
k inzulinski rezistenci [5]. 
1.1.3 Tvorba LK 
Sinteza in razgradnja LK je zelo dinamična in je odvisna od celičnih potreb in 
okolja. Najbolj sprejet mehanizem tvorbe LK pravi, da se ta začne v fosfolipidnem 
dvosloju membrane endoplazemskega retikuluma (ER), kjer se tvorijo TAG in 
odlagajo v sredici membranskega dvosloja ER [8]. Membranski encimi ER na 
ogrodje glicerol-3-fosfata postopoma dodajajo maščobne kisline (MK) v aktivirani 
obliki acil-koencim A (acil-CoA) v reakcijah esterifikacije [4]. V zadnjem, ključnem 
koraku sodelujeta encima diacilglicerol-aciltransferazi 1 in 2 (DGAT1 in DGAT2), 
ki na diacilglicerol dodata še tretjo MK v obliki acil-CoA, pri čemer nastane 
molekula TAG. Za tvorbo sterolnih estrov sta odgovorna encima acil-CoA 
aciltransferazi 1 in 2 (ACAT1 in ACAT2) [2]. Ko se med membranskima slojema 
ER nakopiči dovoljšna količina nevtralnih lipidov pride do tvorbe t. i. lipidne leče. 
Nadaljnje naraščanje le-te povzroči uvihanje ER membrane, iz katere nato vzbrsti 
LK in se odcepi v citosol. V citosolu lahko pride do večanja LK zaradi njihove 
fuzije, lokalne sinteze in dodajanja TAG ali pa zaradi prenosa TAG preko 
mostičkov med ER in LK [3]. 
LK interagirajo z drugimi celičnimi organeli med katerimi so ER, Golgijev aparat, 
lizosomi, mitohondriji in peroksisomi [9]. Natančna zgradba stikov med LK in 
drugimi organeli še ni povsem poznana, vključeni pa so proteini, ki vežejo 
zunanje fosfolipidne monosloje organelov in LK, lahko pa nastanejo tudi 
membranski mostički [9]. Preko mostičkov lahko pride do direktnega in 
učinkovitega prenosa lipidov med organeli [7, 9]. 
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1.1.4 Razgradnja LK 
Razgradnja LK poteka na dva načina, z lipolizo ali lipofagijo. Pri lipolizi sodelujejo 
citosolne lipaze, pri lipofagiji pa pride do razgradnje LK v lizosomu s kislimi 
lizosomskimi lipazami. Prevladujoč mehanizem razgradnje LK je odvisen od 
prehranjenosti, razpoložljivosti hranil in od tipa morebitnih stresnih pogojev [10]. 
Z lipolizo se iz TAG MK sproščajo zelo regulirano, v tem procesu pa so ključni 3 
encimi [8]. Prva deluje adipozna trigliceridna lipaza (ATGL), ki deluje na TAG, pri 
tem pa se sprostita MK in diacilglicerol. Sledi delovanje hormonsko odvisne lipaze 
(ang. ''hormone sensitive lipase'', HSL), ki odcepi drugo MK, ostane pa 
monoacilglicerol. Monoacilglicerol lipaza (MGL) nato odcepi še zadnjo MK z 
glicerolnega ogrodja [8]. Ključno vlogo pri lipolizi ima ATGL. Aktivnost ATGL je 
direktno regulirana z aktivatorjem CGI-58 (ang. "comparative gene identification-
58"), inhibitorjem G0S2 (ang. "G0/G1 switch protein 2") in fosforilacijo 
aminokislinskega ostanka Ser406 preko AMPK [10]. Aktivnost ATGL regulirajo 
še številni drugi faktorji. 
Lipolizo uravnavajo številne signalne poti. Najbolj poznano je delovanje 
kateholaminov (adrenalin, noradrenalin) in glukagona. Ob stradanju kateholamini 
delujejo na maščevje, mišice in jetra, glukagon pa na jetra, kjer preko G-proteinov 
aktivirajo adenilat-ciklazo, ki preko sinteze cikličnega adenozin monofosfata 
(cAMP) aktivira protein kinazo A (PKA) [10]. Ta s fosforilacijo regulira številne 
ključne proteine vpletene v lipolizo. Med njimi so perilipin 1 (PLIN1), HSL in CGI-
58 [8]. Nefosforiliran PLIN1 veže CGI-58, fosforilacija PLIN1 pa povzroči, da se 
CGI-58 sprosti in aktivira ATGL. Fosforiliranje HSL povzroči premik le-te iz 
citosola na LK [10]. Ti signalni procesi sprožijo lipolizo in s tem sproščanje MK, 
ki služijo za tvorbo energije v ne-adipoznih tkivih v času povečane potrebe po 
hranilih [7]. Signalne poti, ki regulirajo lipolizo v ne-adipoznih tkivih še niso dobro 
poznane.  
Lipolizo inhibirajo inzulin, inzulinu podobni rastni faktorji in druge snovi, kot so 
laktat, adenozin, niacin itd. [8]. Inzulin deluje tako, da aktivira protein kinazo B 
(PKB), ta pa aktivira fosfodiesterazo 3B, ki hidrolizira cAMP. Tako pride do 
preprečevanja razgradnje LK z lipolizo [8]. 
Lipofagija je podtip makroavtofagije, kjer pride do zajemanja celih LK v 
avtofagosom in zlivanja teh z lizosomi, kjer poteče encimska razgradnja LK z 
lizosomskimi lipazami [8]. Istočasno delujejo tudi lizosomske fosfolipaze in 
peptidaze, ki razgradijo proteine in fosfolipide LK [10]. Makroavtofagija se 
inducira ob pomankanju hranil [8, 10]. 
Ob lipolizi ali lipofagiji sproščene MK služijo kot substrat za β-oksidacijo, sintezo 
membranskih lipidov, za signaliziranje (MK so endogeni aktivatorji jedrnih 
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receptorjev PPAR (ang. "peroxisome proliferator-activated receptors"), ki 
uravnavajo izražanje genov vpletenih v oksidativni in lipidni metabolizem), 
energijsko homeostazo in vnetne procese. MK se lahko pretvorijo v eikozanoide, 
ki sodelujejo pri imunskem odzivu, vnetju, metabolizmu, proliferaciji, migraciji in 
metastaziranju rakavih celic [5, 7, 8]. 
1.2 Lipidni metabolizem pri raku 
Metabolne spremembe zaradi aktivacije onkogenov in izgube tumor-supresorskih 
genov so glavno gonilo nastanka raka. Na metabolne spremembe pa vpliva tudi 
okolje, v katerem se tumorske celice nahajajo. Ena izmed najpogostejših 
metabolnih sprememb v tumorskih celicah je povečan privzem glukoze in 
povečana raba glikolize, posledica česar je povečana proizvodnja laktata 
(Warburgov efekt) [11]. Rakave celice so odvisne tudi od glutamina, ki je potreben 
za biosintezo aminokislin in nukleotidov. Tumorske celice so zaradi svoje hitre 
proliferacije pogosto izpostavljene stresu zaradi pomanjkanja hranil in kisika, ki 
je posledica slabega ožiljenja in prekrvavitve [11]. Pomembno vlogo pri 
tumorigenosti pa v zadnjih letih pripisujejo lipidnem metabolizmu. Ta služi 
zagotavljanju substratov potrebnih za sintezo fosfolipidov, mitohondrijsko 
oksidacijo in signalnih molekul potrebnih za hitro rast in proliferacijo tumorskih 
celic [7]. Rakave celice imajo velikokrat povečano sposobnost privzemanja 
zunajceličnih lipidov, večjo možnost preživetja pa jim omogočajo še učinkoviti 
mehanizmi znotrajceličnega razvrščanja lipidov. V številnih rakavih celicah so 
opazili povečano kopičenje LK, njihova raven pa se še poveča, ko so celice 
izpostavljene hipoksiji ali pomankanju hranil [12]. Rakave celice takrat energijo 
pridobivajo z β-oksidacijo MK. Rakave celice pridobivajo lipide na 3 glavne 
načine. Prvi je iz zunajceličnih virov, ki vključujejo lipoproteine, MK in 
lizofosfolipide iz krvnega obtoka ali lipide iz stromalnih celic (npr. hidroliza 
membran ali lipoliza v sosednjih celicah in fagocitoza apoptotičnih celic in celičnih 
ostankov) [12]. Ko je ta način izrabljen, se celice poslužijo drugega načina, de 
novo sinteze MK. Tretji način pa je mobilizacija lastnih celičnih strukturnih lipidov 
iz membranskih organelov s pomočjo avtofagije, lipolize ali lipofagije LK ali pa 
delovanje fosfolipaz na membranske strukture. Ta način se aktivira ob popolnem 
pomanjkanju hranil. Vsebnost LK v rakavih celicah vpliva na agresivnost raka in 
odpornost na kemoterapijo [7]. 
V dobro oksigeniranih predelih tumorja rakave celice uporabljajo glukozo iz krvi 
za tvorbo MK de novo [13]. V milih hipoksičnih pogojih preklopijo na druge 
substrate za sintezo MK, tj. glutamin ali acetat. Istočasno celice povečajo 
shrambo lipidov za tvorbo energije, ko bo kisik spet prisoten. V popolni hipoksiji 
pride do indukcije izražanja proteinov, ki so vpleteni v pridobivanje MK iz okolja, 
saj v takih pogojih ne more potekati izraba glukoze za sintezo MK [13]. 
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De novo sinteza MK načeloma poteka pri normoksiji [13]. Iz glukoze ali glutamina 
nastaja citrat, nato ga encim ATP-citrat liaza razcepi na acetil-CoA in 
oksaloacetat . Encim acetil-CoA karboksilaza nato acetil-CoA pretvori v malonil-
CoA. S kondenzacijo sedmih malonil-CoA in enega acetil-CoA nastane palmitat 
s 16-imi ogljikovimi atomi. Reakcijo katalizira sintaza MK (ang. "fatty acid 
synthase", FAS). Palmitat je substrat za morebitne nadaljnje modifikacije 
(podaljševanje z elongazami, uvedba dvojnih vezi z desaturazami; slednje nujno 
potrebujejo kisik za svoje delovanje). Novonastale in eksogene MK so rezervoar 
za sintezo TAG za shranjevanje energije, sintezo membranskih lipidov in 
signalnih eikozanoidov. Mnogi izmed encimov vpletenih v de novo sintezo MK se 
v rakavih celicah prekomerno izražajo. Ekspresijo encimov, vključenih v 
biosintezo MK, regulirajo tudi transkripcijski faktorji SREBP (ang. "sterol 
regulatory element binding proteins"). Med drugim povečajo tudi izražanje 
encimov, vpletenih v pentoza-fosfatno pot, kjer se tvori NADPH, ki je potreben za 
biosintezo MK in za vzdrževanje redoks ravnotežja v celici [13]. 
1.3 Celični stres in LK 
Do povečane tvorbe LK v celicah pride tako ob izpostavljenosti presežnim 
količinam lipidov, kot pri metaboličnem in oksidativnem stresu. V obdobju 
pomanjkanja hranil, ko nastopi metabolični stres, imajo LK pomembno vlogo, ki 
celicam omogoča podaljšano preživetje. V različnih celičnih linijah so pokazali, 
da se pri stradanju v HBSS (medij z nizko koncentracijo glukoze, brez seruma in 
aminokislin) poveča sinteza TAG in se tvorijo LK, tudi če eksogenega vira lipidov 
ni [14, 15]. Vir lipidov v takih pogojih so endogeni, strukturni lipidi, ki se sprostijo 
pri procesu avtofagije (slika 1) ali pa prestrukturiranje membranskih lipidov npr. 
preko delovanja fosfolipaz [7]. Avtofagija je evolucijsko ohranjen proces 
recikliranja citoplazemskih komponent s pomočjo lizosomske razgradnje. Pri tem 
nastanejo osnovni gradniki in substrati potrebni za celično preživetje. V fizioloških 
pogojih služi za vzdrževanje celične homeostaze zaradi razgrajevanja 
potencialno toksičnih produktov normalnega celičnega metabolizma, kot so 
poškodovani mitohondriji in proteinski agregati. Do avtofagije pride tudi pri 
številnih stresnih pogojih, kot so pomanjkanje hranil, hipoksija in povečana 
prisotnost reaktivnih kisikovih snovi (ROS). Pri dlje časa trajajočem stradanju 
pride do neselektivne avtofagije. Gre za proces pri katerem se tvorijo 
avtofagosomi, ki neselektivno zajamejo celične komponente. Po združitvi 
avtofagosomov in lizosomov se zaradi razgradnje raznih organelov sproščajo MK 
[7]. 
Stresni celični pogoji lahko aktivirajo encime, ki sodelujejo v preurejanju 
membran, kot so npr. fosfolipaze A2 (PLA2) in fosfolipaze D [16, 17]. Pri 
delovanju teh se sproščajo MK, lizofosfolipidi in DAG, ki se lahko uporabijo za 
sintezo TAG in tvorbo LK. S preurejanjem acilnih repkov v membranah lahko 
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celice regulirajo nasičenost membran in razmeščanje polinenasičenih MK. Te so 
v obliki TAG v LK zaščitene pred oksidacijo. Zaradi prenosa polinenasičenih MK 
v LK se prepreči lipidna peroksidacija, ki bi nastala, če bi se te MK ob stresnih 
pogojih nahajale v membrani [16, 17]. 
Dejstvo, da celice v času stradanja porabljajo energijo (ATP) za sintezo TAG in 
tvorbo LK, je nekoliko nenavadno in protislovno [7]. Izkazalo se je, da do tvorbe 
LK pride zaradi preprečevanja lipotoksičnosti, ki bi jo lahko povzročile v citosol 
sproščene MK, nastale pri procesu avtofagije, pa tudi zaradi preprečevanja 
tvorjenja acilkarnitinov iz MK, saj imajo ti negativen vpliv na mitohondrije [18]. 
Tvorba LK pa poteka tudi zaradi natančnejše regulacije prenosa MK v 
mitohondrije, saj se v stradajočih pogojih metabolizem glukoze nadomesti z 
oksidacijo MK v mitohondrijih (β-oksidacija) [14, 15]. Obenem se poveča 
izražanje encimov za vnos MK v mitohondrije in encimov β-oksidacije. Pride tudi 
do fuzije mitohondrijev v dolge in povezane tubularne strukture, ki služijo 
učinkoviti izrabi energijskih substratov (MK) [15]. LK in mitohondriji pa se 
pomaknejo na periferijo celice preko detiroziniliranih mikrotubulov. Do tega pride 
zaradi aktivacije AMPK, ki v odgovor na stradajoče pogoje pospeši mobilnost LK, 
mitohondrijev in povzroči reorganizacijo mikrotubulov v neposredno bližino 
mitohondrijev, da je prenos MK v mitohondrije čim hitrejši [19]. 
 
Slika 1: Prenos prostih maščobnih kislin v celici pri stradanju. 
Ob stradanju pride do avtofagije membranskih organelov, pri čemer pride do sproščanja 
MK iz lizosomov. Nastale MK se nato zaestrijo v obliki TAG in shranijo v LK v neposredno 
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bližino mitohondrijev. MK se sproščajo iz LK, nato pa se prenesejo v dolge, tubularne 
mitohondrijske strukture, nastale z fuzijo večih mitohondrijev. V mitohondrijih MK vstopijo 
v proces β-oksidacije, nato pa sledi oksidativna fosforilacija, pri čemer nastaja energija 
v obliki ATP. Povzeto po [15]. 
 
V stradajočih celicah osrednjo vlogo igra evolucijsko ohranjena 
serinska/treoninska kinaza mTOR (ang. "mammalian target of rapamycin"), ki je 
del kompleksa mTORC1 (ang. "mTOR complex 1") [14]. Ta kompleks regulira 
ravnotežje med celično rastjo oz. proliferacijo in avtofagijo. Aktivnost mTORC1 je 
regulirana preko številnih signalih poti glede na prisotnost oz. odsotnost hranil. V 
prisotnosti inzulina, rastnih faktorjev in aminokislin je kinaza mTORC1 aktivna in 
dalje prenaša signale, ki stimulirajo celično rast in inhibirajo tvorbo 
avtofagosomov [20]. V odsotnosti hranil pride do aktivacije AMPK, ki inhibira 
aktivnost mTORC1, zaradi česar se posledično začne tvorba avtofagosomov 
[10]. 
1.4 Proteini na LK 
Na lipidnih kapljicah se nahaja mnogo proteinov z zelo različnimi funkcijami. 
Proteom LK se razlikuje med celicami in spreminja s celičnim stanjem, je pa 
njegova določitev že v principu težavna zaradi metodoloških omejitev pri izolaciji 
in kakovosti proteomske analize. Glede na novejše študije, lahko danes z dokaj 
veliko zanesljivostjo trdimo, da proteom LK tipične sesalske celici sestavlja okoli 
100–150 proteinov, pri čemer prevladujejo proteini povezani z lipidnim 
metabolizmom, prisotni pa so še proteini povezani z membranskim transportom 
in razgradnjo proteinov [3]. 
Do sedaj zaznane proteine na LK lahko razvrstimo v naslednje skupine: proteini 
povezani z metabolizmom (TAG, fosfolipidov, sterolov, sladkorjev ali pa proteini 
povezani z redoks reakcijami), proteini povezani s procesiranjem drugih 
proteinov, proteini povezani z organizacijo membran, proteini povezani z 
ubikvitini, citoskeletni proteini, proteini za vezikularni transport, transkripcijo, 
celično signaliziranje in drugi proteini [8]. O proteinih prisotnih na LK ni veliko 
znanega in ni znanih kristalnih struktur teh proteinov. Predvideva pa se, da se 
proteini na lipidni monosloj LK pripenjajo z amfipatičnim heliksom, se sidrajo v 
monosloj s hidrofobnimi regijami oz. domenami (zanke), se na LK pripenjajo z 




Slika 2: Zgradba in različni principi interakcij proteinov s površino lipidnih kapljic. 
LK so obdane s fosfolipidnim monoslojem, sredico pa sestavljajo trigliceridi in sterolni 
estri. Proteini se na LK pripenjajo na 4 različne načine. V fosfolipidni monosloj se lahko 
vsidrajo z lasnično zanko, amfipatičnim heliksom ali lipidnim sidrom. Na površino pa se 
proteini lahko pripnejo posredno preko interakcije z že vsidranim proteinom. Povzeto po 
[8]. 
Večino proteinov LK lahko glede na strukturo in način interakcije z LK razvrstimo 
v dve glavni kategoriji (slika 3) [3, 21]. V prvo kategorijo sodijo proteini, ki so 
stabilno povezani z membranami in se porazdeljujejo med LK in ER. Za proteine 
te kategorije je torej značilna dvojna lokalizacija (ER in LK), saj nimajo ER-
luminalnih domen, ki bi jih zadržala v ER. Ti proteini so na ER prisotni tudi v 
odsotnosti LK. Večina proteinov prve kategorije vključuje motiv hidrofobne 
lasnične zanke, s katerim se vsidrajo v fosfolipidni monosloj lipidnih kapljic. Vanj 
se vključijo tekom sinteze LK tako, da se najprej vključijo v citosolni sloj 
membrane ER, nato pa se z lateralno difuzijo pomaknejo v monosloj 
novonastajajoče LK ali pa se nanjo prestavijo po nastanku LK preko ER-LK 
mostičkov. N- in C-konci teh proteinov so navadno usmerjeni v citosol. Natančen 
mehanizem vključevanja in porazdeljevanje proteinov med LK in ER še ni 
povsem znan. V to kategorijo sodijo proteini DGAT2, ACSL3, GPAT4, AUP1 in 
Ubxd8. Proteini druge kategorije se na LK pripnejo direktno iz citosola. Večina 
proteinov iz druge kategorije se na LK vežejo s pomočjo amfipatičnega α-heliksa 
ali drugih hidrofobnih domen. Primeri takih proteinov so perilipini 1–5 in njihovi 
ortologi, CCTα, idr. V to kategorijo sodijo tudi proteini, ki se pripnejo preko 
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direktne interakcije s proteini že vezanimi na LK ali pa se na LK pripnejo z lipidnim 
sidrom, ki nastane z lipidno modifikacijo (palmitoilacija, prenilacija) proteina. 
Primer prvega je HSL, ki se na PLIN1 na LK veže po njuni fosforilaciji. Primeri 
proteinov z lipidno modifikacijo pa so ELMOD2, ALDH3B2 in RAB18. Ni še 
popolnoma znano, na kakšen način se proteini specifično pripenjajo na LK in 
ločijo membrano LK od drugih membran. Ti namreč ne vsebujejo specifičnih 
tarčnih signalov, ki bi lahko usmerjali proteine proti LK. Zaenkrat se predvideva, 
da naj bi se amfipatični heliksi proteinov druge kategorije vezali na mesta LK, kjer 
pride do napak pri pakiranju fosfolipidov [3, 21].  
 
Slika 3: Dva glavna načina vezave proteinov na lipidne kapljice. 
Proteini se lahko na LK vežejo na dva različna načina. Prvi način vezave je preko ER, 
ko pride do lateralne difuzije iz ER do LK v procesu nastajanja LK in kasneje preko ER-
LK mostičkov. Drug način vezave proteinov na LK vključuje direktno vezavo iz citosola v 
fosfolipidni monosloj ali pa vezavo na že obstoječ protein LK, ki je v monosloj že usidran. 
Povzeto po [3]. 
1.4.1 Načini razgradnje proteinov LK 
Proteom LK se nenehno spreminja zaradi hitro se spreminjajočih zahtev 
metabolizma. Zaradi visoko afinitetne vezave proteinov prve kategorije na LK, ti 
najverjetneje potrebujejo posebne načine odstranjevanja iz membrane [21]. 
Najverjetnejši mehanizem odstranitve teh proteinov je relokalizacija na ER, kjer 
nato poteče z ER povezana razgradnja (ang. "ER-associated degradation", 
ERAD). Glavni vodilo odstranjevanja proteinov druge kategorije iz LK pa naj bi 
bila prezasedenost mest na LK, do katere pride pri lipolizi (zmanjša se površina 
LK). Proteini, ki so na ta način potisnjeni s površine LK, se razgradijo v 
proteasomu. Drug način razgradnje je s šaperoni posredovana avtofagija (ang. 
"chaperone-mediated autophagy", CMA). Na ta način pride do razgradnje PLIN2 
10 
 
in PLIN3 [21]. Pri tej razgradnji protein, prisoten na površini lizosoma, HSC70 
zazna pentapeptidni (aminokislinsko zaporedje LDRLQ in SLKVQ) motiv [3]. 
Sledi translokacija v lumen lizosoma preko proteina LAMP2A, kjer poteče 
razgradnja. Za ta način razgradnje je torej potrebno kontaktno mesto med LK in 
lizosomom. Do neselektivne razgradnje vseh proteinov na LK pa pride pri 





2 Namen dela in hipoteze 
LK so organeli, ki imajo pomembno vlogo pri celičnem odgovoru na stres. 
Površino LK obdaja mnogo proteinov, ki so vpleteni v številne procese v celici in 
se dinamično odzivajo na spremembe v celičnem stanju. Predvidevamo, da 
metabolični stres vpliva na proteinsko sestavo LK. V tem delu želimo ugotoviti, 
kako se spremeni sestava proteoma LK ob izpostavitvi visokoinvazivnih celic 
raka dojke MDA-MB-231 akutnemu stradanju – gojenju brez seruma, aminokislin 
in v prisotnosti nizke koncentracije glukoze. Iz rakavih celic bomo izolirali LK, iz 
njih ekstrahirali proteine in jih analizirali z masno spektrometrijo. Proteom LK 
rakavih celic bomo primerjali z dosedanjimi študijami in poskusili klasificirati 
proteine v različne skupine glede na njihovo že znano ali potencialno interakcijo 




V magistrskem delu smo preverili naslednji hipotezi: 
 
- stradanje celic raka dojke vodi do sprememb v sestavi proteoma LK; 
- v proteomu LK pri stradajočih celicah je zaznati povečano prisotnost proteinov, 




3 Materiali in metode 
3.1 Materiali, raztopine in oprema 
Tabela 1: Seznam uporabljenih materialov.  
Material Proizvajalec 
aceton Carl Roth, Nemčija 
acetonitril (ACN) J. T. Baker, Nizozemska 
akrilamid/bisakrilamid, 40 % Sigma-Aldrich, ZDA 
amonijev hidrogen karbonat, NH4HCO3 Fluka, Nemčija 
amonijev persulfat (APS) Serva, Nemčija 
C18 membrana Sigma-Aldrich, ZDA 
celična kultura MDA-MB-231  ATCC, ZDA 
DTT Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Dulbeccov fosfatni pufer (DPBS) Gibco, ZDA 
EDTA  Serva, Nemčija 
gojišče RPMI-1640  ATCC, ZDA 
Hanksova solna raztopina (HBSS) Gibco, ZDA 
K2HPO4  Fluka, Nemčija 
KCl  Sigma-Aldrich, ZDA 
KH2PO4  Sigma-Aldrich, ZDA 
kloroacetamid Acros Organics, ZDA 
koktejl protiteles za detekcijo membranskih frakcij (kat. št. 
ab139413) 
Abcam, ZDA 
kozja poliklonska sekundarna protitelesa, konjugirana s 
hrenovo peroksidazo, usmerjena proti kunčjim protitelesom 
(kat. št. 63590) 
Jacson ImmunoResearch Laboratories, 
ZDA 
kozja poliklonska sekundarna protitelesa, konjugirana s 
hrenovo peroksidazo, usmerjena proti mišjim protitelesom 
(kat. št. 63732) 
Jacson ImmunoResearch Laboratories, 
ZDA 
kunčja poliklonska protitelesa proti GRP78 (BiP) (kat. št. 
ab32618) 
Abcam, ZDA 
kunčja poliklonska protitelesa proti perilipinu 2 (kat. št. 
ab52356) 
Abcam, ZDA 
kunčja poliklonska protitelesa proti β-aktinu (kat. št. NB600-
532) 
Novus Biologicals, ZDA 
metanol Honeywell, ZDA 
mišja monoklonska protitelesa proti citokromu c (kat. št. sc-
13156) 
Santa Cruz Biotechnology, ZDA 
mravljična kislina J. T. Baker, Nizozemska 





NaDS nanašalni pufer, 2x Thermo Fisher Scientific, ZDA 
NaCl Thermo Fisher Scientific, ZDA 
NaDS, 10 % Thermo Fisher Scientific, ZDA 
NaDS-PAGE 12 % Mini-PROTEAN TGX Gel Bio-Rad, ZDA 
Neubarjeva števna komora VWR, ZDA 
nilsko rdeče Sigma-Aldrich, ZDA 
ocetna kislina (AcOH) J. T. Baker, Nizozemska 
PageBlue Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Piercov ionski detergent IDCR Thermo Fisher Scientific, ZDA 
proteazni inhibitorji  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
proteinski velikostni standardi  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
PVDF membrana Merck, Nemčija 
raztopina antibiotikov in antimikotikov  Gibco, ZDA 
reagent Pierce 660 nm Thermo Fisher Scientific, ZDA 
reagent za blokiranje membrane Roche, Švica 
saharoza Fluka, Nemčija 
serum govejega zarodka (FBS)  Gibco, ZDA 
standardne raztopine BSA za določanje koncentracije 
proteinov 
Thermo Fisher Scientific, ZDA 
substrat za kemiluminiscenčno detekcijo Lumi-Light 
Western Blotting Substrate  
Roche, Švica 
TEMED  Merck, Nemčija 
tripan modro  Sigma-Aldrich, ZDA 
tripsin Sigma-Aldrich, Nemčija 
tris-(2-karboksietil)-fosfin (TCEP) Acros Organics, ZDA 
TrypLE Select  Life Technologies, ZDA 
Tween-20  Sigma-Aldrich, ZDA 
ultra čista voda Honeywell, ZDA 
 
 
Tabela 2: Seznam uporabljenih raztopin in njihova sestava. 
Raztopina Sestava 
10-kratni TBS 50 mM Tris-Hcl (pH 7,6), 150 mM NaCl 
TBST 1-kratni TBS, 0,1 % (v/v) Tween-20 
prenašalni pufer Towbin 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1 % (m/v) NaDS, 20 % 
(v/v) metanol 






10-kratni elektroforezni pufer 250 mM Tris, 1,92 M glicin, 1 % (m/v) NaDS 
2-kratni NaDS nanašalni pufer z DTT Tris-glicin NaDS 2x nanašalni pufer, 500/800 mM DTT, 
0,01 % (v/v) proteazni inhibitorji 
pufer A 250 mM saharoza, 20 mM kalijev fosfat (pH 7,0), 1 mM 
DTT, 0,01 % (v/v) proteazni inhibitorji 
pufer B 50 mM kalijev fosfat (pH 7,4), 100 mM KCl, 1 mM 
EDTA, 0,01 % (v/v) proteazni inhibitorji 
raztopina primarnih protiteles proti BiP TBST, 0,5 % WBR (v/v), 0,001 % protitelesa proti BiP 
raztopina primarnih protiteles proti perilipinu 2 
in proti β-aktinu 
TBST, 0,5 % WBR (v/v), 0,001 % protitelesa proti 
PLIN2, 0,0002 % (v/v) protitelesa proti β-aktinu 
raztopina primarnih protiteles proti histonu H3 TBST, 0,5 % WBR (v/v), 0,004 % (v/v) protitelesa 
raztopina primarnih protiteles proti citokromu c TBST, 0,5 % WBR (v/v), 0,001 % protitelesa 
raztopina sekundarnih protiteles proti kunčjim 
protitelesom 
TBST, 0,5 % WBR, 0,0001 % (v/v) protitelesa 
raztopina sekundarnih protiteles proti mišjim 
protitelesom 
TBST, 0,5 % WBR, 0,0001 % (v/v) protitelesa 
raztopina sekundarnih protiteles proti histonu 
H3 
TBST, 0,5 % (v/v) WBR, 0,0004 % (v/v) protitelesa 
raztopina za blokiranje membrane 1x TBS, 1 % (v/v) WBR 
 
 
Tabela 3: Seznam uporabljene opreme in aparatur. 
Aparatura Proizvajalec 
aparatura za PAGE BioRad, ZDA 
centrifuga Rotina 380R  Hettich, Nemčija 
čitalec mikrotitrskih plošč, Tecan Infinite M1000  Tecan, Avstrija 
napajalnik za elektroforezo PowerPac basic BioRad, ZDA 
naprava za slikanje gelov in membran ChemiDoc XRS+ BioRad, ZDA 
pH meter, Seven Easy  Metler, Švica 
pretočni citometer, FACSCalibur BD, ZDA 
sonikator UP200S Hielscher, Nemčija 
ultracentrifuga Centrikon T-2070  Tegimenta, Nemčija 




3.2.1 Delo s celičnimi kulturami 
3.2.1.1 Celična linija MDA-MB-231 
Celična linija MDA-MB-231 izvira iz adenokarcinoma dojke 51-letne ženske. Gre 
za epitelijske rakave celice, ki so zelo agresivne, invazivne in slabo diferencirane. 
Celice so trojno negativne, in sicer imajo okvaro v estrogenskem receptorju (ER), 
progesteronskem receptorju (PR) in receptorju za človeški epidermalni rastni 
faktor 2 (HER2). Rastejo adherentno in so vretenaste oblike (slika 4), podvojijo 
se na približno 37 h [22]. 
 
Slika 4: Celice MDA-MB-231 pod svetlobnim mikroskopom pri 100-kratni povečavi. 
3.2.1.2 Gojenje celic 
Celice smo gojili v kompletnem mediju, sestavljenem iz RPMI-1640 z dodatkom 
10-odstotnega (v/v) FBS, v inkubatorju pri 37 °C in atmosferi s 5-odstotnim CO2. 
Celice smo gojili v plastenkah s površino 25 cm2 (T-25), 75 cm2 (T-75), 150 cm2 
(T-150) in v 150-mm petrijevkah, za potrebe pretočne citometrije pa na ploščah 
s 24 vdolbinicami. 
3.2.1.3 Precepljanje celic 
Celice smo precepljali dvakrat na teden, ko so te dosegle 90-odstotno 
konfluenco, v razmerju 1 : 4. Reagente potrebne za precepljanje (DPBS, TrypLE 
Select in kompletni medij) smo segreli na 37 °C v vodni kopeli. Celicam smo 
odstranili medij, nato smo jih sprali z ustrezno količino DPBS. Sledil je dodatek 
reagenta TrypLE Select in triminutna inkubacija na 37 °C. Ta reagent vsebuje 
proteaze, ki pripomorejo k odcepljanju celic s površine. Delovanje proteaz smo 
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ustavili z dodatkom kompletnega medija. Del dobljene suspenzije smo prenesli v 
novo plastenko, ki je vsebovala sveže gojišče. 
3.2.1.4 Odmrzovanje celic 
Celice smo gojili do petdesete pasaže, nato pa smo jih zavrgli in odmrznili nove. 
Shranjevali smo jih v tekočem dušiku v vialah, ki so vsebovale po 1 ml celične 
suspenzije s koncentracijo 106 celic/ml. Najprej smo pripravili plastenki T-75 in T-
25 s segretim medijem, ki smo mu dodali 0,01-odstotno (v/v) raztopino 
antibiotikov in antimikotikov. Vialo smo ob nežnem stresanju odtal jevali v vodni 
kopeli s temperaturo 37 °C približno 1 min, nato pa smo 2/3 volumna (667 µl) 
prenesli v plastenko T-75, preostanek pa v T-25. Po 24 h smo celicam odstranili 
medij, jih sprali z DPBS in dodali svež medij z 0,01-odstotno (v/v) raztopino 
antibiotikov in antimikotikov. Ko so celice dosegle 90-odstotno konfluenco smo 
jih precepili in v gojišče ponovno dodali raztopino antibiotikov in antimikotikov v 
enaki koncentraciji. Pri nadaljnjem delu raztopine antibiotikov in antimikotikov 
nismo več uporabljali. 
3.2.1.5 Določanje števila celic s hemocitometrom 
Celice smo prešteli med precepljanjem s pomočjo hemocitometra oz. Neubarjeve 
števne komore. To smo izvedli tako, da smo k 15 µl celične suspenzije dodali 15 
µl barvila tripan modro in premešali s pipeto. Nato smo po 10 µl suspenzije 
nanesli v vsako od obeh komor hemocitometra. Barvilo tripan modro omogoča 
razlikovanje med živimi in mrtvimi celicami, saj prehaja skozi celično membrano 
mrtvih celic, ne obarva pa živih celic, zato so te vidne pod svetlobnim 
mikroskopom. Celice smo prešteli v štirih kvadrantih v obeh komorah. 
Koncentracijo smo izračunali po naslednji formuli: 
𝐾𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 (š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑚𝑙⁄ ) =  
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 8 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑖ℎ
8
 ∙ 2 ∙  10000 
Število 2 predstavlja faktor redčenja z barvilom, število 10000 pa izhaja iz dejstva, 
da 1 kvadrant v števni komori meri 0,1 mm3 oz. 10-4 cm3. 
3.2.2 Izolacija LK za proteomsko analizo 
Za potrebe izolacije LK smo na 150-mm plošče nacepili po 3,7 x 106 celic v 20 ml 
kompletnega medija. Po 24 h smo medij zamenjali s svežim kompletnim medijem, 
v katerem so bile celice nadaljnjih 48 h. Na tej točki smo izolirali LK iz kontrolnih 
plošč (celice gojene v kompletnem mediju). Ostalim ploščam smo medij odsesali, 
celice dvakrat sprali s 7 ml DPBS in jim nato dodali medij RPMI-1640 brez 
seruma. Po 24 h smo medij RPMI-1640 odstranili, celice dvakrat sprali s DPBS, 
nato pa dodali medij HBSS (gl. sliko 5). Po 20 h smo izolirali LK še iz teh plošč. 
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Izolacijo LK smo začeli tako, da smo celicam odstranili medij, jih sprali s 7 ml PBS 
in jim dodali 3 ml reagenta TrypLE Select za ločevanje od podlage. Po triminutni 
inkubaciji smo celicam dodali sveži kompletni medij. Celične suspenzije smo nato 
centrifugirali 5 min pri 300 x g in pri 4 °C v predhodno ohlajeni centrifugi. 
Supernatant smo zavrgli, celičnem peletu pa dodali 20 ml hladnega DPBS, ga 
nežno resuspendirali in  ponovno centrifugirali. Supernatant smo nato ponovno 
zavrgli, pelet pa resuspendirali v 3,4 ml mrzlega pufra A (saharozni pufer).  
Celično suspenzijo smo nato sonicirali (UP200S Ultrasonic processor, Hielscher, 
Nemčija) 5-krat po 20 s pri 80-odstotni amplitudi in ciklu 0,7, pri čemer smo hranili 
celično suspenzijo ves čas na ledu. Na tem mestu smo suspenzijo pregledali pod 
mikroskopom, da smo preverili uspešnost soniciranja. Če smo celice še opazili, 
smo soniciranje ponovili še 1-krat ali 2-krat oz. dokler pri pregledu pod 
mikroskopom celic ni bilo več opaziti. Na ta način smo razbili celične membrane 
in omogočili, da se je celična vsebina sprostila. Suspenzijo smo nato centrifugirali 
10 min pri 1.000 x g in 4 °C. Pri tem so se na dno posedla jedra, zgoraj pa je ostal 
post-jedrni supernatant (PJS). Večji del raztopine PJS (3,2 ml) smo nato prenesli 
v ultracentrifugirke, na vrh počasi dodali 800 µl hladnega pufra B in centrifugirali 
2 h pri 100.000 x g in 4 °C v ultracentrifugi Centrikon T-2070 (Tegimenta, 
Nemčija). LK zaradi svoje nizke gostote pri ultracentrifugiranju priplavajo na 
površje, kar se vidi kot belkast sloj. V sredini se tvori sloj citosolnih komponent 
(CITO), spodaj pa pelet iz membranskih organelov (MEM), ki vključuje 
mitohondrije, ribosome, golgijeve aparate, lizosome, plazemske membrane itd. 
Oba sloja smo shranili za kasnejšo analizo. Plavajočo fazo LK smo zbrali in 
prenesli v mikrocentrifugirke. Sledilo je še trikratno spiranje frakcije LK s hladnim 
pufrom B, da smo se čimbolj znebili kontaminant. Pri vsakim spiranju smo dodali 
200 µl hladnega pufra B, vzorec vorteksirali in nato ponovno centrifugirali 5 min 
pri 20.000 x g in 4 °C. Spodnjo fazo in morebitni pelet smo odstranjevali z 
nastavkom za nanašanje vzorcev na gel. Zbiranje in spiranje frakcije LK smo 
izvajali v brezprašni komori, da smo preprečili onesnaženje vzorcev. 
 
Slika 5: Shema gojenja celic za določanje proteoma LK v stradanih celicah. 
Celice smo nacepili na 150 mm plošče (na vsako po 3,7 milijona celic) v kompletnem 
mediju. Po 24 h smo medij zamenjali s svežim. V tem mediju imajo celice na voljo vsa 
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hranila in optimalne pogoje za rast, zato pride do povečane sinteze LK. Celice gojene po 
postopku opisanem na zgornji shemi smo uporabili kot kontrolo (kompletni medij, KM), 
in jih primerjali s tistimi gojenimi po postopku opisanem na spodnji shemi (HBSS, 
stradanje). Na koncu vsakega tretmaja smo izolirali LK in določili njihovo proteinsko 
sestavo. Izvedli smo dve ponovitvi. V predhodnih raziskavah v našem laboratoriju smo 
ugotovili, da v mediju RPMI-1640 brez dodanega seruma pride do razgradnje LK. Z 
uporabo tega medija smo dosegli, da so se predhodno sintetizirane LK (v kompletnem 
mediju) razgradile. Po 24 h smo medij RPMI-1640 zamenjali s stradajočim medijem 
HBSS, kjer naj bi zaradi stresa ponovno prišlo do sinteze LK. Kompletni medij je 
sestavljen iz RPMI-1640, z dodanim 10-odstotnim FBS. Medij RPMI-1640 vsebuje 
glukozo v koncentraciji 4,5 g/l, aminokisline, anorganske soli in vitamine. Pufer HBSS 
vsebuje le anorganske soli ter glukozo v koncentraciji 1 g/l. 
3.2.3 Imunodetekcija markerjev iz frakcij pridobljenih pri izolaciji LK 
3.2.3.1 Priprava vzorcev za imunodetekcijo proteinov 
Vzorcu LK smo dodali 800 µl hladnega acetona, ga vorteksirali in čez noč 
postavili na –20 °C. Dodatek acetona je oboril proteine in raztopil lipide. Po 
prekonočni inkubaciji v zamrzovalniku smo vzorec centrifugirali 15 min pri 20.000 
x g v centrifugi, predhodno ohlajeni na 4 °C. Odstranili smo supernatant, 
preostanek pa smo posušili v vakuumskem koncentratorju ali na zraku. Pelet smo 
nato raztopili v 2-kratnem nanašalnem pufru NaDS s 500 mM DTT-jem in 1-
odstotnimi proteaznimi inhibitorji. Vzorce smo segrevali 10 min pri 95 °C, 
vorteksirali, po potrebi sonicirali in jih nato do uporabe shranili na –80 °C. 
Alikvotom celotnega celičnega lizata (TOT), frakcije PJS in citosolnega sloja 
(CITO), dobljenih po ultracentrifugiranju (uporabili smo 500 µl alikvote frakcij), 
smo dodali 2-kratni NaDS nanašalni pufer z 800 mM DTT in 1-odstotnimi 
proteaznimi inhibitorji v volumskem razmerju 1 : 1. Vzorce smo segrevali 10 min 
pri temperaturi 95 °C, nato pa jih do uporabe shranili pri –80 °C. 
Membransko frakcijo proteinov smo pripravili tako, da smo po ultracentrifugiranju 
ves citosolni sloj odstranili, pelet oz. spodnji sloj pa smo resuspendirali v 1 ml 
pufra B, centrifugirali 15 min pri 16.000 x g pri 4 °C, nato pa k 200 µl alikvota 
dodali 800 µl hladnega acetona. Vzorec smo nato vorteksirali in čez noč shranili 
pri –20 °C. Naslednji dan smo vzorec centrifugirali, supernatant odstranili in 
preostanek posušili v vakuumskem koncentratorju. Pelet smo nato raztopili v 500 
µl 2-kratnega NaDS nanašalnega pufra z dodanim 500 mM DTT in 1-odstotnimi 
proteaznimi inhibitorji. Vzorce smo 10 min segrevali pri 95 °C, nato pa jih do 
uporabe shranili v zamrzovalni skrinji pri –80 °C. 
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3.2.3.2 Kolorimetrično določanje koncentracije proteinov 
Celokupno koncentracijo proteinov v vzorcih smo določali s pomočjo reagenta 
Pierce 660 nm Protein Assay, s sveže dodanim 50 mM reagentom IDCR, ki 
omogoča določitev koncentracije proteinov v vzorcih kljub prisotnosti NaDS. 
Uporabili smo še standardizirane raztopine proteina BSA z znanimi 
koncentracijami (125–2000 µg/ml), da smo lahko naredili umeritveno krivuljo. Na 
ploščo s 96 vdolbinicami smo odpipetirali po 10 µl raztopin BSA, vzorcev in 
ustreznih slepih vzorcev. Dodali smo po 150 µl Piercovega reagenta, nato pa 
izmerili absorbance pri 660 nm s pomočjo čitalca mikrotitrskih plošč (Infinite 
M1000, Tecan, Švica). 
3.2.3.3 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
Pripravljene proteinske frakcije smo nanesli na 9-odstotni (m/v) gel debeline 1,5 
mm. Sestava je navedena v tabeli 4. Najprej smo v erlenmajerici pripravili 
ločevalni gel in ga vlili med stekelca z ustreznim razmikom. Na vrh smo dodali 
vodo, da je ta prekrila celotno zgornjo površino vlitega gela. Gel smo pustili 
strjevati 40 min, nato smo vodo do suhega popivnali s filter papirjem. Sledila je 
priprava 4-odstotnega (m/v) koncentracijskega gela, ki smo ga vlili na ločevalni 
gel. Vstavili smo glavniček z 10 razdelki in pustili strjevati 30 min. 
Tabela 4: Sestava 9-odstotnega ločevalnega in 4-odstotnega koncentracijskega gela za 
NaDS-PAGE (za 2 gela). 
Sestavine Ločevalni gel Koncentracijski gel 
dH2O 8,8 ml 6,1 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 5 ml / 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 / 2,5 ml 
40-odstotni (m/v) 
akrilamid/bisakrilamid 
6 ml 1,3 ml 
10-odstotni (m/v) NaDS 200 µl 100 µl 
10-odstotni (m/v) APS 100 µl 50 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 
 
Pripravljenim gelom smo odstranili glavničke, jih prenesli v elektroforezno 
kadičko in jo napolnili z elektroforezim pufrom. V 1 ali 2 žepka smo nanesli 5 µl 
proteinskega velikostnega standarda, v ostale žepke pa tolikšen volumen 
vzorcev, da je bila celokupna količina proteinov 5 µg. Elektroforezna ločba je 
potekala pri stalnem toku 25 mA/gel približno 50 min. 
3.2.3.4 Prenos western 
Za prenos western smo uporabili membrano PVDF. Najprej smo jo za 1 min 
položili v metanol, da smo jo aktivirali, potem pa smo jo prenesli v prenašalni 
pufer Towbin za najmanj 15 min. V tem času smo v pladnju s prenašalnim pufrom 
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pripravili potrebne stvari za sestavljanje t.i. sendviča. Po koncu elektroforezne 
ločbe, smo gelu odstranili koncentracijski del. Na pladnju smo na kaseto in gobico 
položili 3 kose filter papirja, čez položili membrano, nanjo gel, nato pa še 3 kose 
filter papirja in na koncu še eno gobico. Ves čas smo pazili, da je bilo vse dobro 
omočeno s pufrom. Kaseto smo vstavili v nosilec, tega pa smo nato vstavili v 
kadičko za western prenos. V kadičko smo nalili 1 l prenašalnega pufra Towbin 
in jo obložili z ledom. Prenos je potekal 120 min pri stalnem toku 200 mA ob 
konstantnem mešanju na magnetnem mešalu.  
3.2.3.5 Inkubacija s protitelesi 
Po končanem prenosu western, smo membrano PVDF prenesli v petrijevko s 50 
ml TBS in jo razrezali na 4 dele. Te smo nato prenesli v posodice z raztopino za 
blokiranje membrane. Blokiranje nezasedenih mest na membrani je potekalo 1 h 
na sobni temperaturi z rahlim mešanjem na stresalniku. 
Po pretečenem času smo raztopino za blokiranje odstranili in membranam dodali 
ustrezne raztopine s primarnimi protitelesi. Membrane smo v teh raztopinah 
inkubirali čez noč pri 4 °C z rahlim stresanjem.  
Naslednji dan smo raztopine primarnih protiteles odstranili in membrane spirali 4-
krat po 15 min s TBST ob rahlem stresanju pri sobni temperaturi. Po tem smo 
membranam dodali raztopine ustreznih sekundarnih protiteles. Inkubacija s 
sekundarnimi protitelesi je potekala 1 h pri sobni temperaturi na stresalniku. 
Ponovno je sledilo spiranje membrane, 4-krat po 15 min v TBST ob rahlem 
stresanju.  
3.2.3.6 Kemiluminiscenčna detekcija 
Detekcijo smo izvedli s kompletom reagentov Lumi-Light Western Blotting 
Substrate (Roche, Švica). Pripravili smo 2,5 ml substrata tako, da smo k 250 µl 
reagenta 1 (luminol) in 250 µl reagenta 2 (peroksid) dodali 2 ml dH2O in tako 
pripravili 10-krat redčen substrat za kemiluminiscenčno reakcijo. Membrano smo 
inkubirali v raztopini substrata 1 min, nato pa smo jo prenesli v plastično mapo in 
detekcijo izvedli z napravo ChemiDoc XRS+ (BioRad, Nemčija) in programom 
ImageLab. 
3.2.4 Priprava vzorcev za analizo z MS 
3.2.4.1 Priprava proteinskih vzorcev 
Frakciji LK smo dodali vsaj štirikratno količino hladnega acetona, vorteksirali in 
čez noč shranili pri temperaturi –20 °C. Naslednji dan smo vzorec centrifugirali 
15 min pri 20.000 x g in 4 °C, supernatant odstranili in pustili, da se preostanek 
acetona popolnoma posuši na zraku. Proteinski pelet smo nato raztopili v 35 µl 
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2-kratnega NaDS nanašalnega pufra z dodanim 500 mM DTT in 1-odstonimi 
proteaznimi inhibitorji. Vzorec smo nato nekaj min sonicirali v vodni kopeli, nato 
segrevali pri 95 °C in vmes večkrat vorteksirali, da se je pelet raztopil. 
3.2.4.2 PAGE in obdelava gela 
Proteolitično razgradnjo proteinov do peptidov smo izvedli z metodo razgradnje 
v gelu (t.i. "in-gel digestion"). Pripravljene vzorce smo nanesli na 12-odstotni gel 
(BioRad, ZDA) in izvedli elektroforezo pri 25 mA. Gel smo nato pobarvali z 
barvilom PageBlue. Sledil je razrez gela. Progo vsakega vzorca smo razrezali na 
10 delov, posamezen delček pa še na 1 mm2 velike koščke, ki smo jih nato 
prenesli v mikroepruvete. Koščkom gela smo nato dodali 250 µl raztopine za 
razbarvanje (25 mM NH4HCO3, 50-odstotni acetonitril (ACN)) in vorteksirali 10 
min pri 1.400 x g. Supernatant smo nato odstranili in postopek ponovili še dvakrat. 
Nazadnje smo koščke gela pustili stati v tej raztopini čez noč v hladilniku, da so 
se koščki popolnoma razbarvali in postali prosojni. Naslednji dan smo odstranili 
supernatant in dodali 250 µl 100-odstotnega ACN. Počakali smo, da so se koščki 
gela skrčili in postali beli, nato pa smo ACN odstranili in vzorce posušili v 
vakuumskem koncentratorju. 
3.2.4.3 Redukcija, alkilacija in tripsinizacija 
K suhim koščkom gela smo dodali 80 µl raztopine 10 mM tris(2-
karboksietil)fosfina (TCEP), 40 mM kloroacetamida in 25 mM NH4HCO3. Reagent 
TCEP reducira disulfidne vezi v proteinih, kloroacetamid pa novonastale 
cisteinske tiolne skupine alkilira, da se te ne morejo več povezati v disulfide. Na 
ta način se terciarna struktura proteinov podre. Redukcijo in alkilacijo smo pustili 
potekati 30 min pri sobni temperaturni in v temi. Po končani inkubaciji smo 
odstranili supernatant, dodali 150 µl 25 mM NH4HCO3 in vorteksirali 15 min. 
Supernatant smo nato ponovno odstranili, dodali 200 µl ACN in ponovno pustili, 
da so se koščki gela skrčili in postali beli. Odstranili smo ACN in posušili v 
vakuumskem koncentratorju. Sledila je razgradnja proteinov. K suhim koščkom 
gela smo dodali 25 µl raztopine tripsina s koncentracijo 12,5 ng/µl v 25 mM 
NH4HCO3, inkubirali 25 min na ledu, nato pa dodali še toliko 25 mM NH4HCO3, 
da so bili koščki gela prepojeni s tekočino. Vzorce smo nato prenesli v termoblok 
s temperaturo 37 °C in jih ob rahlem stresanju tam pustili preko noči. Naslednji 
dan smo tekočino prenesli v nove mikrocentrifugirke, gelom dodali 50 µl 50-
odstotnega ACN, 5-odstotne mravljične kisline, vorteksirali 30 min, kratko 
centrifugirali, nato pa tekočino prenesli k prejšnjim raztopinam. To smo ponovili 
še dvakrat, vzorce pa smo nato posušili v vakuumskem koncentratorju do 
približno 15 µl. Na ta način smo iz gela ekstrahirali peptide in jih skoncentrirali. 
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3.2.4.4 Čiščenje in obogatitev peptidov na mikrokolonah C18 
Peptide smo očistili in obogatili na mikrokolonah C18. Kolone smo pripravili tako, 
da smo s kovinskim tulcem zajeli dve plasti membrane in ju potisnili čimbolj proti 
konici tipsa. Kolone smo najprej aktivirali s 100 µl metanola, potem sprali s 100 
µl 80-odstotnega (v/v) ACN, 3-odstotne (v/v) ocetne kisline, nato pa še dvakrat z 
100 µl 0,1-odstotne (v/v) mravljične kisline. Vzorce smo redčili z 0,1-odstotno 
(v/v) mravljično kislino do 50 µl, jih nanesli na kolone in jih potisnili skozi kolone 
s 4 min centrifugiranjem pri 700 x g. Na kolone smo nato nanesli 100 µl 0,1-
odstotne mravljične kisline in ponovno centrifurigali, da smo vzorce sprali. Na tem 
mestu so bili peptidi stabilno vezani na kolono, lahko smo jih shranili na –20 °C 
ali pa takoj nadaljevali z elucijo. Vezane peptide smo eluirali z dvakratnim 
dodatkom 50 µl 60-odstotnega (v/v) ACN, 0,1-odstotne (v/v) mravljične kisline. 
Eluatom smo nato dodali še 50 µl 0,1-odstotne (v/v) mravljične kisline in jih v 
vakuumskem koncentratorju skoncentrirali do približno 10 µl. Vzorci so bili tako 
pripravljeni za analizo na masnem spektrometru. 
3.2.5 Analiza z masnim spektrometrom 
Analizo peptidov je za nas izvedel dr. M. Fonović iz Odseka za biokemijo, 
molekularno in strukturno biologijo Instituta Jožef Stefan na masnem 
spektrometru (Linear Trap Quadropole VelosTM Orbitrap, Thermo Fischer 
Scientific, ZDA) sklopljenim s tekočinsko kromatografijo. Podatke so analizirali s 
programom MaxQuant. Kot rezultat smo za vsak posamezni protein dobili 
podano vrednost LFQ (ang. "label-free quantification") v HBSS in KM. Identiteta 
proteinov je bila podana s šestmestno ID številko baze UniProtKB, imenom 
proteina in imenom pripadajočega gena. Podana je bila tudi molekulska masa ter 
število peptidov, ki so bili identificirani za vsak protein. Izločili smo proteine, ki so 
bi identificirani samo z 1 peptidom, saj identifikacija v tem primeru ni zanesljiva. 
Vrednost LFQ je normalizirana intenziteta signala za vsak protein. S pomočjo te 
vrednosti lahko določimo relativno količino proteinov. Določili smo razmerje 
intenzitet LFQ tretiranih (stradajočih) celic in kontrolnih celic in nato izračunali 
dvojiški logaritem tega razmerja. Vrednosti dvojiškega logaritemskega razmerja 
večje kot 0,58 smo obravnavali kot značilno spremembo v količini posameznega 
proteina. 
3.2.6 Analiza rezultatov 
Dobljene podatke smo nato dodatno obdelali. Izločili smo proteine, ki v bazi 
UniProtKB niso anotirani in tiste, ki so bili identificirani samo z 1 peptidom. 
Podatke smo primerjali tudi z raziskavo Bersukerja in sodelavcev in na podlagi te 
primerjave iz nabora izločili še proteine, ki so zelo verjetne kontaminante pri 
izolaciji LK (Bersuker in sod. 2018, tabela S2, [23]). Proteine smo nato razvrstili 
v skupini že »potrjenih proteinov LK« in tistih, ki so »zelo verjetno povezani z LK«. 
23 
 
Kot potrjene proteine LK smo smatrali proteine, katerih vezavo na LK so že 
potrdili v predhodnih raziskavah z mikroskopskimi analizami (Gene Ontology, 
GO:0005811). Iz raziskave Bersukerja in sod. smo pridobili tudi seznam z LK zelo 
verjetno povezanih proteinov (https://www.dropletproteome.org/, [23]). Podatke 
smo statistično analizirali na dva načina. Pri prvem načinu smo za proteine, ki 
smo jih zaznali v obeh ponovitvah in v vseh pogojih, izračunali povprečno 
vrednost razmerja intenzitet signalov v HBSS in kompletnem mediju (LFQ 
HBSS/LFQ KM), standardni odklon (SD), standardno napako (SEM) in koeficient 
variacije (CV). Pri drugem načinu statistične analize pa smo obravnavali vsako 
ponovitev posebej in podatke analizirali s pomočjo z-vrednosti. Natančnejši 





Da bi ugotovili, kako metabolični stres vpliva na proteinsko sestavo LK, smo iz 
celic raka dojke MDA-MB-231, izpostavljenim akutnemu stradanju (gojenju brez 
seruma, aminokislin in v prisotnosti nizke koncentracije glukoze), izolirali LK in 
določili njihovo proteinsko sestavo po postopku opisanem na sliki 6. 
 
Slika 6: Shema poteka dela. 
Celice smo nacepili na plošče, jih redno precepljali in namnoževali 2 tedna. Ko smo imeli 
celic dovolj, smo jih precepili na 150 mm plošče, na vsako po 3,7 × 106 celic. Po 24 h 
smo jim zamenjali medij in začeli s tretiranjem. Kontrolne celice smo »hranili« 48 h v 
kompletnem mediju (KM), da so v optimalni prisotnosti hranil lahko nakopičile LK. Da bi 
inducirali tvorbo LK s stradanjem, smo celice najprej gojili 48 h v KM (da smo dosegli 
podobno število celic kot pri kontrolnih pogojih), nato smo jim za 24 h dali medij RPMI-
1640 brez seruma (da so celice razgradile nakopičene LK), nato pa smo celice stradali 
v pufru HBSS nadaljnjih 20 h (da smo sprožili sintezo LK s stradanjem). Ob koncu 
tretmaja smo celice zbrali, jih razbili s soniciranjem in nato del suspenzije 
ultracentrifugirali. Zaradi nizke gostote so LK pripravale na vrh. Te smo nato zbrali in iz 
njih izolirali proteine. Celoten poskus smo izvedli v dveh ponovitvah. Sledili sta NaDS-
PAGE in tripsinizacija oz. razgradnja proteinov do peptidov. Slednje smo analizirali z MS 
in nato obdelali podatke. 
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4.1 Analiza uspešnosti izolacije LK 
 
Ko smo celice namenjene za izolacijo LK nagojili in jih ustrezno tretirali (slika 5), 
smo jih zbrali, nato pa sonicirali, da so se celične membrane razbile in se je 
sprostila celična vsebina. Uspešnost soniciranja smo preverjali z mikroskopom, 
pri čemer smo stanja med soniciranjem primerjali s tistim pred soniciranjem. S 
soniciranjem smo končali, ko nismo več opazili celic (slika 7). 
 
 
Slika 7: Preverjanje uspešnosti soniciranja pod mikroskopom. 
Leva stran prikazuje celično suspenzijo pred soniciranjem, na sredini je prikazano stanje 
po 5-kratnem soniciranju, kjer je nekaj celic še prisotnih. Na desni (po dodatnem 
soniciranju) pa je razvidno, da celic ni več. 
Po soniciranju smo s centrifugiranjem odstranili jedra, postjedrno frakcijo (PJS) 
pa centrifugirali 2 h pri 100.000 x g v sladkornem gradientu. Pri tem so LK 
splavale na površje, kar je bilo vidno kot tanka bela plast – lipidna frakcija. Pod 






Slika 8: Frakcije nastale po ultracentrifugiranju pri izolaciji LK. 
Celice smo najprej sonicirali, nato pa s centrifugiranjem odstranili jedra (postjedrna 
frakcija, PJS). Supernatant smo nato centrifugirali 2 h pri 100.000 x g. LK so pri tem 
splavale na vrh, kjer se je ustvarila lipidna frakcija. Pod njo se je ustvarila citosolna 
frakcija (CITO), na dnu pa membranska frakcija (MEM). 
 
V frakcijah po ultracentrifugiranju (LK, CITO, MEM) ter PJS in celotnem celičnem 
lizatu (TOT), ki je nastal po soniciranju, smo preverili prisotnost različnih 
markerjev s prenosom western (slika 9). Markerski proteini so značilni za 
posamezne celične organele oz. komponente in jih zato uporabljamo za 
preverjanje čistosti posameznih frakcij in uspešnosti izolacije LK. Perilipin 2 
(PLIN2) se praviloma nahaja na LK in je zato ustrezen pokazatelj le-teh v lipidni 
frakciji. Pokazatelj prisotnosti ER proteinov je šaperon BiP (imenovan tudi 
GRP78, HSPA5), saj se nahaja v lumnu ER. β-aktin je citoskeletni protein in je 
zato ustrezen marker za prisotnost citosolnih proteinov. Jedrni marker je histon 
H3, komponenta nukleosoma. Citokrom c (cyt c) se nahaja na notranji membrani 




Slika 9: Prisotnost markerjev v frakcijah pridobljenih pri izolaciji LK. 
V procesu izolacije LK smo zbrali razne frakcije in s prenosom western analizirali 
prisotnost markerjev. ST: velikostni standard (kDa); TOT: celotni celični lizat; PJS: 
postjedrni supernatant; MEM: membranska frakcija; CITO: citosolna frakcija; LK: lipidna 
frakcija; BiP: šaperon BiP, marker ER; PLIN2: perilipin 2, marker LK; β-act: β-aktin, 
citosolni marker; H3: histon H3, jedrni marker; Cyt c: citokrom c, mitohondrijski marker. 
 
V frakciji LK vidimo obogatitev markerja PLIN2 in odsotnost drugih markerjev, kar 
kaže na uspešno izolacijo LK in čistost te frakcije. Prisotnost markerjev vzorcev 
TOT in PJS je enaka, čeprav bi pričakovali, da jedrnega markerja H3 v PJS ni 
prisotnega. Ta se pojavi tudi v frakciji MEM. Citosolni marker β-act se pojavi v 
vseh frakcijah, tudi v MEM frakciji, saj je v procesu nadaljnje priprave vzorca po 
ultracentrifugiranju nemogoče povsem odstraniti citosolni sloj. Marker Cyt c se 
pojavi v vzorcih TOT, PJS in MEM, kar kaže na prisotnost mitohondrijev v teh 
frakcijah. Šaperon BiP je prisoten v vseh frakcijah, (razen v frakciji LK), kar kaže 
na prisotnost komponent ER v teh frakcijah. Ustrezno čista in obogatena frakcija 
LK je bila ustrezno pripravljena za nadaljnjo obdelavo. 
4.2 Rezultati proteomike 
 
Celice smo izpostavili stradajočim pogojem (HBSS) in optimalnim pogojem 
(kompletni medij) in iz njih izolirali LK. LK izolirane iz celic v kompletnem mediju 
so služile kot kontrola za primerjavo tistim, izoliranim iz HBSS. Izvedli smo dve 
ponovitvi tretiranja celic (gl. sliko 5) in iz izoliranih LK pripravili proteinske vzorce. 
V tabeli 5 so navedeni podatki o posamezni ponovitvi. Vzorce smo nato nanesli 
na 12-odstotni komercialni NaDS-PAGE gel visoke čistosti, ki je ustrezna za MS. 
Po končani elektroforezi smo gel pobarvali z barvilom PageBlue (slika 10), nato 
pa je sledil razrez prog in nadaljnja obdelava ter analiza z MS. 
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Tabela 5: Podatki o izolaciji LK. Celice smo gojili v velikih 150 mm ploščah. Na vsako 
smo nacepili po 3,7 × 106 celic. V tabeli so navedeni (a) število plošč za posamezni pogoj, 
ki smo jih uporabili za izolacijo LK, (b) končno celokupno število celic, iz katerih smo 
izolirali LK in (c) količina izoliranih proteinov, ki smo jih nanesli za gel za nadaljnjo analizo 
z MS. 
 aŠt. plošč bŠt. celic cKoličina proteinov nanešenih na gel 
1. ponovitev 
CM: 8 CM: 6,8 × 106 
10,6 µg 
HBSS: 18 HBSS: 10,5 × 106 
2. ponovitev 
CM: 10 CM: 9,6 × 106 
12,1 µg 
HBSS: 20 HBSS: 13,2 × 106 
 
 
Slika 10: PAGE vzorcev proteinov LK za proteomsko analizo. 
Celice MDA-MB-231 smo gojili 48 h v kompletnem mediju (CM) in 48 h v kompletnem 
mediju, 24 h v mediju RPMI in nato 20 h v stradajočem mediju (HBSS). Prvi pogoj (48 h 
CM) smo obravnavali kot kontrolo za primerjavo s pogojem stradanja (48 h CM, 24 h 
RPMI, 20 h HBSS). Lipidne kapljice smo izolirali iz 6,8–13,2 × 106 celic (točna količina 
navedena v tabeli 5), proteine oborili, jih raztopili v 2-kratnem NaDS nanašalnem pufru 
z DTT, določili koncentracijo in jih v enaki količini za oba pogoja nanesli na 12-odstotni 
gel za NaDS-PAGE. Vzorca izoliranih proteinov LK iz prve (1) ponovitve smo nanesli v 
količini 10,6 µg, za drugo (2) ponovitev poskusa pa smo nanesli 12,1 µg. Gel smo po 
končani elektroforezi pobarvali z barvilom PageBlue preden smo nadaljevali z razrezom. 
ST: proteinski velikostni standard, HBSS: Hanksova solna raztopina, CM: kompletni 
medij. 
 
Po analizi vzorcev z MS in obdelavi podatkov s programom MaxQuant smo v 
nadaljnjo analizo vzeli proteine, ki smo jih zaznali z vsaj dvema peptidoma. Pri 
prvi ponovitvi je bilo tako zaznanih 925 proteinov, pri drugi pa 900. Proteine smo 
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nato razvrstili v kategorije, in sicer smo jih opredelili kot kontaminante, zelo 
verjetno povezane z LK ali pa kot potrjene proteine LK (kot je opisano v poglavju 
3.2.7). Vennovi diagrami v nadaljevanju prikazujejo število zaznanih proteinov v 
različnih kategorijah (slika 11).  
 
Slika 11: Zaznano število proteinov pri proteomski analizi LK.  
Proteomsko analizo proteinov LK smo izvedli v dveh ponovitvah. Diagrami prikazujejo 
množice zaznanih proteinov v obeh ponovitvah in preseke med njima. Na podlagi 
literature smo jih razvrstili v kategorije. Prikazano je število vseh zaznanih proteinov (a), 
število zaznanih proteinov po izločitvi kontaminant (b), število proteinov v kategoriji "zelo 
verjetno povezani z LK" (c) in število proteinov, ki jih uvrščamo v kategorijo "potrjenih 
proteinov LK" (d). 
V skupno število zaznanih proteinov pri posamezni ponovitvi so vključeni tudi 
proteini, ki so bili zaznani samo pri enem načinu tretiranja, tj. samo v HBSS ali 
samo v KM oz. kontroli poleg tistih, ki so bili zaznani pri obeh načinih tretiranja. 
Proteinov, ki smo jih zaznali v obeh ponovitvah je bilo 584, kar je 47 % (584/1241) 
vseh. Takšnih, ki smo jih zaznali le v prvi ponovitvi je bilo 341, v drugi pa 316. 30 
% (285/925) proteinov, ki smo jih zaznali pri prvi ponovitvi, smo uvrstili med 
kontaminante. Enako velja za drugo ponovitev (281/900). Skupen nabor 
proteinov zaznanih pri obeh ponovitvah z izločenimi kontaminantami je bil 208. 
30 
 
Med temi smo zaznali 58 proteinov, ki sodijo v kategorijo zelo verjetno povezanih 
z LK, 20 pa je bilo potrjenih proteinov LK, ki smo jih zaznali v obeh ponovitvah. 
 
 
Slika 12: Razvrščanje zaznanih proteinov glede na način tretiranja celic. 
Proteomsko analizo proteinov LK smo izvedli v dveh ponovitvah, pri čemer smo pri vsaki 
ponovitvi celice stradali v HBSS ali pa gojili v optimalnih pogojih v KM. Diagrama 
prikazujeta število proteinov, zaznanih pri vsakem načinu tretiranja in preseke med njima 
pri obeh ponovitvah. Za vsak pogoj in presek so navedene še kategorije, v katere smo 
uvrstili posamezne proteine (kontaminante, zelo verjetno povezani z LK ali predhodno 
potrjeni proteini LK).  
Proteine smo nato razvrstili tudi glede na način gojenja oz. tretiranja celic (slika 
12). Primerjali smo, koliko proteinov smo zaznali v vzorcih izoliranih LK iz 
stradanih oz. optimalno gojenih celic. V prvi ponovitvi smo zaznali 106 proteinov 
samo v kontrolnih celicah gojenih v kompletnem mediju, 299 samo v HBSS, 
zaznanih proteinov pri obeh načinih tretiranja pa je bilo 520. V drugi ponovitvi 
smo jih samo v kontroli zaznali 302, samo v HBSS 121, pri obeh pa 477. Od 
skupno zaznanih 520 proteinov v prvi ponovitvi smo jih 185 uvrstili med 
kontaminante (36 %), 64 (12 %) med zelo verjetno z LK povezane proteine in 19 
(3 %) med potrjene proteine LK. Pri drugi ponovitvi smo od 477 skupno zaznanih 
določili 191 (40 %) kontaminirajočih proteinov, 51 (11 %) zelo verjetno z LK 
povezanih proteinov in 16 (3 %) potrjenih proteinov. 
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Kvantitativne spremembe v količini posameznih proteinov, nastale zaradi gojenja 
pri različnih pogojih, smo lahko ovrednotili le za proteine, ki so smo jih hkrati 
zaznali v HBSS in KM. Takšnih je bilo pri prvi ponovitvi 520, pri drugi pa 477. 
Skupnih proteinov, ki so se pojavili pri obeh načinih tretiranja in v obeh ponovitvah 
je bilo 381. Te smo nato razvrstili v kategorije glede na literaturo (slika 13). Med 
vsemi v obeh ponovitvah in obeh pogojih zaznanimi proteini (381) je bilo le 46 oz. 
39 takih, ki smo jih predhodno zaznali v naših nedavnih proteomskih analizah LK 
iz celic MDA-MB-231 [24, 25]. 
 
Slika 13: Razvrstitev zaznanih proteinov skupnih obema ponovitvama in vsem 
načinom tretiranja. 
Proteine, ki smo jih zaznali pri obeh načinih tretiranja (HBSS in KM) in v obeh ponovitvah 
smo razvrstili med kontaminirajoče, zelo verjetno povezane z LK in potrjene. Na tortnem 
diagramu so prikazana števila proteinov v posameznih kategorijah. 
Kar 155 od 381 proteinov (41 %) smo opredelili kot kontaminante. 49 proteinov 
smo uvrstili med zelo verjetno povezane z LK, med temi pa smo jih 15 uvrstili 
med potrjene proteine LK. Tistih, ki jih nismo mogli uvrstiti v nobeno izmed 
kategorij, pa je bilo 177 oz. 47 %. 
4.2.1 Analiza s povprečenjem izražanja proteinov v obeh ponovitvah 
Pri tem načinu analize smo za vsak protein izračunali povprečno spremembo 
izražanja. S tem smo zajeli obe ponovitvi in na ta način izločili proteine, z zelo 
različnimi spremembami med obema ponovitvama. Spremembe izražanja 
proteinov, ki smo jih izluščili, veljajo za dokaj ponovljive in zanesljive. 
Pri kvantitativni analizi sprememb v izražanju proteinov smo najprej za vsak 












ju dobili pri stradanih in kontrolnih celicah [LFQ (HBSS)/LFQ (KM)]. Nato smo 
vsem skupnim 381 proteinom, ki smo jih zaznali v obeh ponovitvah,  določili 
povprečne vrednosti tega razmerja med obema ponovitvama (μ), standardno 
napako (SD) in koeficient variacije (CV). Po izločitvi potencialnih kontaminant 
(opisano v poglavju 3.2.7) smo izbrali nabor proteinov, katerih koeficient variacije 
je znašal manj kot 20 % (slika 14). To vrednost smo izbrali po dogovoru na 
podlagi variabilnosti med ponovitvami. Sledila je log2 transformacija vrednosti μ. 
Vrednosti log2μ ≥ 0,58 in ≤ –0,58 smo obravnavali kot signifikantne in tako dobili 
nabor 20 proteinov, navedenih na sliki 14 in v tabeli 6. Vrednosti log2μ ≥ |0,58| 
zajemajo proteine, katerih izražanje v HBSS se je spremenilo (povišalo ali 
znižalo) za več kot 1,5-krat. Vrednosti log2μ < |0,58| pa zajemajo proteine z 
zanemarljivimi spremembami v izražanju. 
 
Slika 14: Spremembe proteoma LK pri celicah, tretiranih s HBSS. 
Prikazani so proteini, pri katerih je gojenje v pufru HBSS oz. stradanje povzročilo 
značilno spremembo v zaznani količini proteina. Z * so označeni proteini, ki so zelo 
verjetno povezani z LK, z ** pa potrjena proteina LK. Kvalitativno spremembo smo 
določili z izračunom povprečnega razmerja intenzitet za obe ponovitvi [μ = 
1/2LFQ(HBSS/KM)1 + 1/2LFQ(HBSS/KM)2] za vsak protein. Med temi, smo kot 
signifikantne obravnavali vrednosti, ki so bile večje ali manjše od 0,58 (log2μ ≥ |0,58|).  
Večine proteinov iz tega nabora nismo uspeli uvrstiti v nobeno od zgoraj opisanih 
kategorij (G0S2, SNX12, CBX3, HEBP1, RAC2, TBCB, GLRX3, CAST, DBNL, 
























NUCKS1, PTGES3, PRDX5, TCEAL3, LUC7L2). Prav zaradi tega pa so zelo 
zanimivi kandidati za nadaljnje raziskave njihove vloge pri delovanju LK. Najbolj 
izrazito povišano količino smo zaznali pri dveh potrjenih proteinih LK (HSD17B11 
in ACSL3). Povišanje smo zaznali tudi pri TXN, ki pa je zelo verjetno z LK 
povezan protein. V skupini proteinov z znižano količino smo zaznali 3 proteine, 
ki jih uvrščamo med zelo verjetno povezane z LK (AUP1, UBA52, CDC42). 
Tabela 6: Funkcije proteinov LK z značilno spremenjeno količino pri stradanih celicah. 
Simbol Ime proteina Funkcija 
G0S2 G0/G1 stikalni protein 2 
promovira apoptozo, regulacija lipidnega metabolizma, 
endogeni inhibitor lipaze ATGL 
CDC42* 
homolog proteina 42 
kontrole celične delitve 
regulacija celičnih procesov (polarizacija, migracija, 
fagocitoza) 








regulacija ubikvitinacije, označevanje proteinov 
HEBP1 hem-vezavni protein 1 vezava porfirinogenov 
RAC2 
z Ras povezan C3 botulin 
toksin substrat 2 
regulacija celičnih procesov (fagocitoza apoptotičnih 





sodeluje v od ubikvitina-odvisni ERAD razgradnji 
TBCB tubulin zvijajoč kofaktor B sodeluje pri tvorbi tubulina 
GLRX3 glutaredoksin-3 
sodeluje pri tvorbi in vstavljanju Fe-S klastra v druge 
proteine 
CAST kalpastatin sodeluje pri razgradnji zunajceličnega matriksa 
DBNL drebrinu podoben protein sodeluje pri endocitozi, regulaciji citoskeleta 
NUCKS1 
jedrni ubikvitinski substrat 1 
od kazeina in ciklina 
odvisne kinaze 
organizacija kromatina, regulacija replikacije, 
popravljanja DNA 
PTGES3 prostaglandin E sintaza 3 lipidni metabolizem, sinteza prostaglandinov 
TXN* tioredoksin sodeluje v redoks reakcijah 
PRDX5 peroksiredoksin-5 redoks homeostaza 
TCEAL3 
transkripcijskemu 
elongacijskemu faktorju A 
podoben protein 3 
regulacija transkripcije 
''se nadaljuje''   
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metabolizem maščobnih kislin 
LUC7L2 
domneven RNA-vezavni 
protein 2 podoben Luc7  




lipidni metabolizem, sinteza steroidov 
* protein zelo verjetno povezan z LK ; **potrjen protein LK; dvojna črta ločuje znižane od povišanih 
Med značilno spremenjenimi proteini smo zaznali proteine z zelo različnimi 
funkcijami. Med povišanimi smo zaznali 3 proteine povezane z lipidnim 
metabolizmom, in sicer HSD17B11, ACSL3 in PTGES3. Povišanje smo zaznali 
tudi pri dveh proteinih vpletenih v vzdrževanje oksidoredukcijske homeostaze v 
celicah (PRDX5 in TXN). Protein GLRX3, s podobno funkcijo, pa je bil znižan. 
Poleg teh smo zaznali še 2 proteina vpletena v procese povezane z 
ubikvitiniranjem, in sicer UBA52 in AUP1, oba sta bila pri tretiranju s HBSS 
znižana. Med znižanimi velja izpostaviti tudi protein G0S2, ki je med drugim tudi 
inhibitor ATGL. 
Izmed proteinov, ki smo jih zaznali samo pri enem načinu tretiranja, so nas 
zanimali tisti, ki smo jih zaznali pri tretiranju s HBSS, v kontroli pa ne. Pri prvi 
ponovitvi smo zaznali 357 takšnih, pri drugi pa 139. Skupnih obema ponovitvama 





Slika 15: Proteini, zaznani le pri stradanih celicah v obeh ponovitvah poskusa. 
Graf prikazuje povprečne vrednosti intenzitet LFQ. Z * je označen protein, ki ga 
uvrščamo med proteine, zelo verjetno povezane z LK. Proteina SRP14 in ATP5F1B 
spadata med kontaminante. 
 
Med temi smo zaznali en protein, ki spada med zelo verjetno povezane z LK, in 
sicer HSD17B7. Dva proteina (SRP14 in ATP5F1B) smo uvrstili med 
kontaminante. Največjo intenziteto smo zaznali pri CALM3, sledi pa mu PBDC1. 
 
Tabela 7: Funkcije proteinov, ki smo jih zaznali le v celicah gojenih v pufru HBSS pri 
obeh ponovitvah. Kontaminirajoča proteina sta izključena.  
Simbol Ime proteina Funkcija 
ARL6IP4 
ADP-ribozilacijskemu faktorju podoben protein 
6-interakcijski protein 4 
procesiranje mRNA 
SNRPC U1 majhen jedrni ribonukleoprotein C procesiranje mRNA 
LZTFL1 
protein 1 podoben z levcinsko zadrgo 
transkripcijskemu faktorju 
sodeluje pri regulaciji transporta 
TRAPPC3 
podenota 3 transportnega proteina delcev 
kompleksa 
vezikularni transport 
''se nadaljuje''   
   















''nadaljevanje''   
Simbol Ime proteina Funkcija 
CFDP1 protein 1 kraniofacialnega razvoja 
vzdrževanje organizacije kromatina, 
regulacija proliferacije 
HSD17B7* 3-keto-steroid reduktaza sinteza sterolov 
PPP1R7 regulatorna podenota 7 protein fosfataze regulacija defosforilacije proteinov 
PBDC1 protein PBDC1 ni povsem določena 
CALM3 kalmodulin 3 
vezava kalcija in posledična regulacija 
številnih procesov 
*potrjen protein LK 
Pri stradanih celicah gojenih v pufru HBSS, in ne v kontrolnih celicah, smo zaznali 
nekaj zanimivih proteinov, in sicer LZTFL1 in TRAPPC3, ki sta oba vpletena v 
celični transport. Zaznali smo tudi proteina CALM3 in PPP1R7, ki sta oba 
vpletena v regulacijo celičnih signalizacijskih procesov. Zanimivo je tudi, da smo 
pri obeh ponovitvah samo v HBSS zaznali protein HSD17B3, ki je potrjen protein 
LK in je vpleten v lipidni metabolizem. 
4.2.2 Analiza sprememb izražanja proteinov v vsaki ponovitvi posebej 
Pri tej vrsti analize smo obravnavali vsako ponovitev posebej z izračunom z-
vrednosti. Princip te statistične analize smo povzeli iz literature [26–28]. Ta vrsta 
analize omogoča odpravo ozadja zaradi nebioloških vplivov, do katerih lahko 
pride na številnih korakih priprave vzorca. 
Proteinom, ki smo jih zaznali tako v HBSS in KM, smo določili razmerje intenzitet 
(LFQ HBSS/LFQ KM). Intenzitete proteinov smo ovrednotili s pomočjo analize z-
vrednosti. Razmerje intenzitet (LFQ HBSS/LFQ KM) vseh proteinov smo 
pretvorili v vrednosti log2. Iz vseh vrednosti log2(LFQ HBSS/LFQ KM) smo 
izračunali povprečje (λ̅) in standardni odklon (σ) vseh proteinov skupaj. Nato smo 
za vsak protein izračunali z-vrednost po formuli: 
z-vrednosti = λ𝑖−λ̅ 
σ
, 
kjer velja λi = log2(𝐿𝐹𝑄 𝐻𝐵𝑆𝑆
𝐿𝐹𝑄 𝐾𝑀
)i, ?̅? = 1
𝑛




pri čemer i označuje vrednosti izračunane za vsak posamezen protein, n pa je 
število vseh identificiranih proteinov. 
Z-vrednost je merilo za interval zaupanja in kaže, koliko standardnih odklonov je 
sprememba izražanja posameznega proteina (razmerje LFQ HBSS/LFQ KM oz. 
λi) oddaljeno od povprečnega razmerja izražanja vseh proteinov. Omogoča nam 
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identifikacijo proteinov z največjimi spremembami v izražanju, ki se statistično 
značilno razlikujejo od aritmetičnega povprečja vseh sprememb izražanja v 
populaciji. Z-vrednost > 1,96 × σ ali < –1,96 × σ za posamezen protein pomeni, 
da se ta nahaja izven 95-odstotnega intervala zaupanja. Za vrednosti > 2,567 × 
σ in < –2,567 × σ velja 99-odstotni interval zaupanja. Za vrednosti > 3,291 × σ in 
< –3,291 × σ pa velja 99,9-odstotni interval zaupanja. Kot najmanjšo signifikantno 
vrednost smo uporabili |1,96 × σ|.  
 
Tabela 8: Bistveni parametri pri analizi z z-vrednostmi. Število vseh identificiranih 
proteinov, povprečje razmerij izražanj vseh proteinov (λ̅), standardni odklon (σ) ter število 
proteinov v posameznih območjih z-vrednosti v obeh ponovitvah. 
Poskus 
Število 
proteinov ?̅? σ 
z-vrednost 
± 1,960 σ  
(95 %) 
± 2,576 σ  
(99 %) 
± 3,291 σ 
(99,9 %) 
1. ponovitev 520 0,070 0,703 34a (21b, 13c) 14 (8, 6) 7 (4, 3) 
2. ponovitev 477 –0,078 0,825 28 (11, 17) 13 (6, 7) 2 (1, 1) 
askupno št. proteinov; bštevilo povišanih proteinov; cštevilo znižanih proteinov 
 
Pri prvi ponovitvi smo izmed 520 proteinov, ki smo jih zaznali hkrati v HBSS in 
KM, zaznali 34 proteinov izven 95-odstotnega intervala zaupanja, od tega jih je 
bilo 21 povišanih, 13 pa znižanih. Izven 99-odstotnega intervala je bilo 8 
povišanih in 6 znižanih proteinov (skupno 14), izven 99,9-odstotnega so bili 4 
zvišani in 3 znižani proteini (skupno 7). V drugi ponovitvi smo skupno v HBSS in 
KM zaznali 477 proteinov. Od tega jih je bilo 28 izven 95-odstotnega intervala 
zaupanja; 11 jih je bilo zvišanih, 17 pa znižanih. Izven 99-odstotnega intervala 
zaupanja smo zaznali 6 povišanih proteinov in 7 znižanih (skupno 13), izven 99,9-
odstotnega intervala pa 1 povišan in 1 znižan protein. Seznam proteinov obeh 
ponovitev izven 95, 99 in 99,9 intervala se nahaja v tabeli 9 in 10. 
Tabela 9: Proteini z najbolj spremenjenim izražanjem v prvi ponovitvi poskusa. Seznam 
zaznanih proteinov v prvi ponovitvi, katerih z-vrednosti sodijo izven 95-odstotnega 
intervala zaupanja (z > 1,96 ali z < –1,96). 
Simbol Ime proteina z-vrednost Kategorija 
NAMPTa,b nikotinamid-fosforibozil-transferaza 4,51 neuvrščen 
GPIa,b glukoza-6-fosfat izomeraza 3,89 kontaminanta 
GSTP1a,b glutation S-transferaza P 3,56 kontaminanta 
NME1a,b nukleozid difosfat kinaza A 3,35 kontaminanta 
HMGB1a protein B1 visoko mobilne skupine 2,99 kontaminanta 
CAPN2a kalpain-2 katalitična podenota 2,97 neuvrščen 
''se nadaljuje''    
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Simbol Ime proteina z-vrednost Kategorija 
PTMAa protimozin alfa 2,66 kontaminanta 
TKTa transketolaza 2,64 neuvrščen  
H2AC14 histon H2A tipa 1-J 2,44 zelo verjetno povezan z LK 
WDR1 WD motiv-vsebujoč protein 1 2,34 kontaminanta 
HSPA4 70 kDa protein toplotnega šoka 4 2,31 kontaminanta 
PFDN2 prefoldin podenota 2 2,26 neuvrščen 
MYH9 miozin-9 2,22 kontaminanta 
PPIA peptidil-prolil cis-trans izomeraza A 2,19 kontaminanta 
YARS1 tirozin-tRNA ligaza 2,11 kontaminanta 
PGAM1 fosfoglicerat mutaza 1 2,11 kontaminanta 
CALR kalretikulin 2,09 kontaminanta 
C11orf54 ester hidrolaza C11orf54 2,01 neuvrščen 
HSD17B11 estradiol 17-beta-dehidrogenaza 11 2,01 potrjen protein LK 
LUC7L2 domneven RNA-vezavni protein 2 
podoben Luc7  
1,99 neuvrščen 
ANXA6 aneksin A6 1,96 kontaminanta 
PLIN2 perilipin 2 –2,07 potrjen protein LK 
RPS28 40S ribosomalni protein S28 –2,12 kontaminanta 
SUGT1 suppresor alela G2 homologa SKP1 –2,20 kontaminanta 
RAB1A z Ras-povezan protein Rab-1A –2,32 zelo verjetno povezan z LK 
LMNB2 lamin-B2 –2,37 kontaminanta 
HNRNPM heterogeni jedrni ribonukleoprotein M –2,40 kontaminanta 
PKP1 plakofilin-1 –2,41 neuvrščen 
RAB5Ca z Ras-povezan protein Rab-5C –2,76 potrjen protein LK 
RAB18a z Ras-povezan protein Rab-18 –2,78 zelo verjetno povezan z LK 
CLINT1a klatrin interaktor 1 –2,90 kontaminanta 
G0S2a,b G0/G1 stikalni protein 2 –3,37 neuvrščen 
SPARTa,b spartin –3,40 zelo verjetno povezan z LK 
UBE2Ca,b ubikvitin-konjugirajoč encim E2 C –3,59 neuvrščen 
asodi tudi izven 99-odstotnega intervala zaupanja; bsodi tudi izven 99,9-odstotnega intervala 
zaupanja; dvojna črta ločuje zvišane in znižane proteine 
 
Tabela 10: Proteini z najbolj spremenjenim izražanjem v drugi ponovitvi poskusa. 
Seznam zaznanih proteinov v drugi ponovitvi, ki sodijo izven 95-odstotnega intervala 
zaupanja (z > 1,96 ali z < –1,96). 
Simbol Ime proteina Z-vrednost Kategorija 
UBE2L3a,b ubikvitin-konjugirajoč encim E2 L3 5,34 kontaminanta 
HPCAL1a hipokalcinu-podoben protein 1 3,10 neuvrščen 
ARHGAP1a Rho GTPaza-aktivirajoč protein 1 3,06 neuvrščen 
''se nadaljuje''    
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Simbol Ime proteina Z-vrednost Kategorija 
PTMSa paratimozin 2,95 neuvrščen 
IQGAP1a 
Ras GTPaza-aktivirajočem proteinu 
podoben protein IQGAP1 
2,94 kontaminanta 
CHMP4Ba nabit protein multivezikularnih teles 4b 2,58 neuvrščen 
AGR2 
homolog anteriornega gradientnega 
proteina 2 
2,56 neuvrščen 
DAP s smrtjo povezan protein 1 2,38 neuvrščen 
RCN1 retikulokalbin-1 2,20 kontaminanta 
LRRFIP1 
z levcinskimi ponovitvami bogat 
neletoč interakcijski protein 1 
2,12 kontaminanta 
PPIA peptidil-prolil cis-trans isomeraza A 2,11 kontaminanta 
RPL22 60S ribosomalni protein L22 –2,05 kontaminanta 
PGAM1 fosfoglicerat mutaza 1 –2,05 kontaminanta 
G0S2 G0/G1 stikalni protein 2 –2,12 neuvrščen 
EEF1G elongacijski faktor 1-gamma –2,15 kontaminanta 
TPI1 triozafosfat izomeraza –2,20 kontaminanta 
ARHGDIB Rho GDP-disociacijski inhibitor 2 –2,22 neuvrščen 
HIST1H4A histon H4 –2,27 zelo verjetno povezan z LK 
EIF4B 
evkariontski translacijski iniciacijski 
faktor 4B 
–2,39 kontaminanta 
RPL11 60S ribosomalni protein L11 –2,43 kontaminanta 
ARHGDIA Rho GDP-disociacijski inhibitor 1 –2,52 kontaminanta 
SNRPD2a majhen jedrni ribonukleoprotein Sm D2 –2,81 neuvrščen 
PRDX6a peroksiredoksin-6 –2,84 kontaminanta 
YWHABa 14-3-3 protein beta/alfa –2,93 neuvrščen 
EIF4Ha 








translacijsko kontroliran tumorski 
protein 
–3,20 neuvrščen 
PGLSa,b 6-fosfoglukonolaktonaza –4,43 neuvrščen 
asodi tudi izven 99-odstotnega intervala zaupanja; bsodi tudi izven 99,9-odstotnega intervala 
zaupanja; dvojna črta ločuje zvišane in znižane proteine 
 
Pri prvi ponovitvi smo zaznali kar 53 % (18/34) kontaminirajočih proteinov izven 
95 % intervala zaupanja. Med povišanimi smo v prvi ponovitvi zaznali en potrjen 
protein (HSD17B11) in en zelo verjetno z LK povezan protein (H2AC14). Med 
povišanimi smo v prvi ponovitvi zaznali 6 proteinov, ki ne sodijo v nobeno 
kategorijo (NAMPT, CAPN2, TKT, PFDN2, C11orf54, LUC7L2). NAMPT sodi še 
izven 99 % in 99,9 % intervala zaupanja. Zaznan je bil tudi že v obeh prejšnjih 
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analizah proteoma LK [24, 25]. V skupini znižanih proteinov izven 95 % intervala 
zaupanja smo v prvi ponovitvi zaznali 2 potrjena proteina LK (PLIN2, RAB5C). 
RAB5C sodi tudi izven 99 % intervala. Zaznali smo tudi 3 zelo verjetno z LK 
povezane proteine (RAB1A, RAB18, SPART). RAB18 sodi tudi izven 99 % 
intervala, SPART pa izven 99,9% intervala. Med znižanimi proteini smo izven 95 
% intervala zaznali 3 neuvščene proteine (PKP1, G0S2, UBE2C). G0S2 in 
UBE2C spadata tudi izven 99,9% intervala. 
V drugi ponovitvi smo 50 % (14/28) proteinov izven 95 % intervala zaupanja 
uvrstili med kontaminante. Med povišanimi proteini smo zaznali 6 neuvrščenih 
proteinov (HPCAL1, ARHGAP1, PTMS, CHMP4B, AGR2, DAP). Od tega sodijo 
HPCAL1, ARHGAP1, PTMS, CHMP4B še izven 99 % intervala. Med znižanimi 
smo zaznali en zelo verjetno z LK povezan protein, in sicer HIST1H4A. 7 
proteinov ni bilo uvrščenih v nobeno kategorijo (G0S2, ARHGDIB, SNRPD2 
YWHAB, EIF4H, TPT1, PGLS). SNRPD2, YWHAB, EIF4H, TPT1 in PGLS sodijo 
še izven 99% intervala, PGLS pa tudi izven 99,9% intervala. 
 
Funkcije zaznanih proteinov pri prvi ponovitvi izven 95-odstotnega konfidenčnega 
intervala po izločitvi kontaminant so navedene v tabeli 11, za drugo ponovitev pa 
v tabeli 12. 
Tabela 11: Funkcije proteinov z najbolj spremenjenim izražanjem zaznanih v prvi 
ponovitvi. Seznam proteinov, ki sodijo izven 95-odstotnega intervala zaupanja in njihova 
funkcija. Kontaminirajoči proteini so izvzeti. 
Simbol Funkcija 
NAMPT sodeluje v biosintezi kofaktorja NAD+ 
CAPN2 proteoliza substratov, ki sodelujejo pri preurejanju citoskeleta in signaliziranju 
TKT metabolizem ogljikovih hidratov 
H2AC14* komponenta nukleosoma 
PFDN2 sodeluje pri zvijanju proteinov 
C11orf54 hidroliza estrov 
HSD17B11** biosinteza steroidnih hormonov 
LUC7L2 vezana na RNA 
PLIN2** tvorba LK, uravnavanje lipolize 
RAB1A* regulacija vezikularnega transporta proteinov 
PKP1 celična adhezija 
RAB5C** transport proteinov, verjetna tudi vpletenost v vezikularni transport 
RAB18* vpletenost v endocitozo in transport 
G0S2 promovira apoptozo, regulacija lipidnega metabolizma, inhibitor ATGL 
SPART* naj bi bil vpleten v transport endosomov 
UBE2C sodeluje pri ubikvitiniranju in celičnem ciklu 




Tabela 12: Funkcije proteinov z najbolj spremenjenim izražanjem zaznanih v drugi 
ponovitvi. Seznam proteinov, ki sodijo izven 95-odstotnega intervala zaupanja in njihova 
funkcija. Kontaminirajoči proteini so izvzeti. 
Simbol Funkcija 
HPCAL1 regulacija fosforilacije rodopsina 
ARHGAP1 aktivacija GTPaz 
PTMS sodeluje v imunskih procesih 
CHMP4B komponenta ESCRT-III, sodeluje pri vezikularnem transportu 
AGR2 sodeluje pri tvorbi mukusa, je proto-onkogen, sodeluje pri celični rasti 
DAP negativni regulator avtofagije, sodeluje pri apoptozi 
G0S2 promovira apoptozo, regulacija lipidnega metabolizma 
ARHGDIB regulacija izmenjave GDP/GTP in organizacije citoskeleta 
HIST1H4A* komponenta nukleosoma 
SNRPD2 procesiranje mRNA 
YWHAB sodeluje v številnih signalnih poteh 
EIF4H sodeluje pri iniciaciji translacije 
TPT1 vezava kalcija, stabilizacija mikrotubulov 
PGLS metabolizem ogljikovih hidratov 
*zelo verjetno povezan z LK; dvojna črta ločuje povišane proteine od znižanih 
 
 
Zaznali smo samo 1 protein, ki se pojavi pri obeh ponovitvah, in sicer G0S2, v 
obeh primerih je znižan. Ta se pojavi tudi pri prvi obliki analize (koeficient 
variacije), kjer je prav tako znižan. V prvi ponovitvi smo med znižanimi zaznali kar 
3 proteine Rab (RAB1A, RAB5C, RAB18), poleg teh pa še protein SPART, ki so 
vsi vpleteni vezikularni transport. Zanimivo in nepričakovano je, da so vsi ti 
proteini po tretiranju s HBSS znižani glede na kontrolo. Sicer pa imajo navedeni 






Lipidne kapljice so pomemben celični organel s številnimi funkcijami. Vpletenost 
v najrazličnejše celične procese jim omogočajo različni proteini, ki se nahajajo na 
njihovi površini. LK so dinamični organeli, ki se nenehno spreminjajo kot odgovor 
prilagoditve celice na okolje. Lipidna in proteinska sestava LK je tako odvisna od 
okolja, v katerem se celica nahaja. Tekom stradanja LK omogočijo celici 
podaljšano preživetje. Stradanje lahko sproži avtofagijo, ki v določenih pogojih 
spodbuja prenos membranskih MK v smeri sinteze TAG in tvorbe LK, v drugih pa 
sproščanje MK iz TAG v smeri mitohondrijev in membran. Dlje časa trajajoče 
pomanjkanje hranil povzroči preklop iz metabolizma glukoze na β-oksidacijo. Vsi 
ti procesi imajo velik vpliv na delovanje LK, zato je pričakovati tudi spremembe v 
proteomu LK. 
5.1 Izzivi izolacije LK 
Da bi ugotovili, kako stradanje vpliva na proteom LK smo izvedli kvantitativno 
proteomsko analizo LK, izoliranih iz stradajočih celic. LK smo izolirali z 
ultracentrifugiranjem, pri čemer LK zaradi svoje nizke gostote splavajo na površje 
gradienta [29]. Ključen korak v tem postopku je zbiranje vrhnjega sloja nevtralnih 
lipidov, pri čemer je potrebno zelo natančno delo, da dobimo čim več izolata, 
obenem pa minimizirati kontaminacijo s proteini spodnjih frakcij. Pri tem koraku 
je bilo pomembno osredotočeno in mirno delo, saj se je lahko vrhnji sloj razdrl in 
pomešal že ob manjšem trku in nagibu. Vrhnji sloj smo zbirali in prenašali v 
mikrocentrifugirke v brezprašni komori, da smo zmanjšali možnost kontaminacije 
s proteini iz okolice. Težava postopka izolacije LK je tudi izguba zelo majhnih in 
zelo velikih LK. Zelo majhne LK pri ultracentrifugiranju ne splavajo na vrh, zelo 
velike pa se lahko zaradi visokih obratov poškodujejo oz. se lahko poškodujejo 
že v fazi razbitja celic s soniciranjem [30]. Liza celic je prav tako pomemben korak 
v postopku izolacije LK, saj mora biti ta čimbolj nežna, da ohranimo strukturo LK. 
V našem postopku smo zato po vsakem intervalu soniciranja pod mikroskopom 
preverili število intaktnih celic in po potrebi prilagodili število in trajanje intervalov 
soniciranja. Zaradi majhnega izkoristka izolacije LK in glede na prejšnje izkušnje 
smo načrtovali izolacijo iz velike količine začetnega materiala, tako da smo lahko 
na koncu izolirali za analizo MS zadostno količino proteinov. Ker se celice v 
stradajočih pogojih počasneje delijo in nekatere tudi umrejo, smo v primeru 
stradanih celic uporabili še več plošč za gojenje v primerjavi s kontrolnimi 
celicami. 
Izolacija LK z ultracentrifugiranjem ni popolna, saj na ta način ne moremo izolirati 
čistih LK, brez drugih celičnih komponent. Kljub trojnemu spiranju frakcije LK se 
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le-teh ne moremo popolnoma znebiti, z večimi koraki spiranja pa lahko celo del 
LK izgubimo [30]. Zaradi stikov med LK in drugimi organeli, predvsem ER in 
mitohondrijev, se v izolatu LK nahajajo tudi delčki membran le-teh. Teh si seveda 
ne želimo, saj pri analizi z MS zaznamo tudi proteine teh organelov. To otežuje 
določitev proteinov, ki se nahajajo na LK. 
Populacija LK je zelo heterogena. Že znotraj celice obstajajo različne skupine LK, 
ki se razlikujejo v velikosti, funkciji, lipidni ter proteinski sestavi in povezanostjo z 
drugimi organeli, med celicami pa je heterogenost LK še bolj izrazita, saj prihaja 
še do razlik v številu LK ter načinu porazdelitve v celici [31–34]. Določeni proteini 
se nahajajo samo pri eni populaciji LK v celici in v samo določenem metaboličnem 
stanju. Zaradi vseh naštetih možnih variacij LK prihaja med proteomskimi in tudi 
lipidomskimi študijami LK iz različnih laboratorijev do bistvenih odstopanj. K tem 
pripomorejo tudi eksperimentalne in tehnične razlike. Nekaj teh težav bi rešili, če 
bi LK analizirali v različnih celičnih linijah v čim več tehničnih in bioloških 
ponovitvah, kar pa je že s stališča metodološke zahtevnosti in cene proteomskih 
analiz trenutno težko izvedljivo [31]. 
5.2 Zanesljivost proteomike LK 
Po izolaciji LK smo pridobljene frakcije analizirali s prenosom western (slika 9). 
Za oceno čistosti in uspešnosti izolacije LK smo izbrali različne markerske 
proteine. Analiza s prenosom western je pokazala, da je bila frakcija LK bistveno 
obogatena z markerjem LK (PLIN2), markerskih proteinov, značilnih za druge 
organele (ER, citosol, jedro, mitohondriji), pa v tej frakciji nismo zaznali. Kljub tej 
»navidezni« čistosti frakcije, smo kasneje pri analizi z MS zaznali prisotnost 
markerskih proteinov za ER, citosol in jedro (BiP, cytC in H3), kar potrjuje mnogo 
večjo občutljivost MS v primerjavi z imunodetekcijo. Z MS smo tako zaznali 
številne proteine, ki se predvidoma nahajajo v drugih predelih celice in jih je pri 
izolaciji LK praktično nemogoče odstraniti. Je pa tudi res, da LK vstopajo v 
številne in dinamične interakcije z drugimi organeli, predvsem z ER, kjer tudi 
nastajajo, mitohondriji, in tudi jedrom, tako da je prisotnost npr. proteina ER na 
LK lahko posledica funkcionalne povezanosti in ne kontaminacije. V proteomiki 
LK je zato največji problem ločevanje »bona fide« proteinov LK od kontaminant. 
Za natančnejšo opredelitev proteinov, ki jih pri izolaciji LK lahko zaznamo v 
plavajoči (citosolni) fazi, so Bersuker in sodelavci uporabili metodo bližnjega 
označevanja (ang. "proximity labeling") [23]. Pri analizi proteoma LK v celicah 
U2OS in Huh7 so tako kar 1190 proteinov od skupno zaznanih 1538 opredelili 
kot kontaminante, 176 proteinov pa so uvrstili med »zelo zanesljive proteine LK« 
(http://dropletproteome.org).  V tem delu smo se sklicevali na te podatke, da smo 
iz množice proteinov izločili tiste, ki so predvidoma manj pomembni in več 
pozornosti posvetili tistim, ki se z večjo verjetnostjo nahajajo na LK ali pa so celo 
potrjeni na LK. Potrebno pa se je zavedati, da so rezultati Bersukerja in sod. 
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pridobljeni na drugih celičnih linijah in pri standardnih pogojih gojenja, tako da je 
sestava proteoma LK v tem primeru do neke mere drugačna v primerjavi s 
proteomom celic MDA-MB-231, gojenih v optimalnih pogojih in tistih, 
izpostavljenih stradanju. 
5.3 Proteomska analiza LK pri stradanih celicah raka dojke 
Izvedli smo kvantitativno analizo proteinov LK v dveh ponovitvah. V prvi ponovitvi 
smo zaznali 925, v drugi pa 900 proteinov. Pri tem smo jih v prvi ponovitvi 83 
uvrstili med zelo verjetno z LK povezane proteine in 22 med potrjene proteine LK. 
Pri drugi ponovitvi smo jih 66 uvrstili med zelo verjetno povezane z LK in 20 med 
potrjene proteine LK. Proteinov, ki smo jih zaznali v obeh ponovitvah in hkrati v 
obeh pogojih, je bilo 381. Od teh jih je 15 potrjenih proteinov LK, 49 pa zelo 
verjetno povezanih z LK. Za te proteine lahko sklepamo, da so značilni za LK 
celic MDA-MB-231. Velika večina zaznanih proteinov smo uvrstili med 
kontaminante, kar 177 proteinov pa nismo uvrstili v nobeno kategorijo in jih 
smatramo kot zanimive, nove proteine s potencialno vlogo pri delovanju LK.  
Izpostavili bi 20 proteinov s signifikantno povišanim oz. znižanim izražanjem (za 
več oz. manj kot 1,5-krat) in nizkim koeficientom variacije med obema 
ponovitvama (koeficient variacije je bil nižji od 20-odstotkov). Ti proteini so G0S2, 
CDC42, SNX12, CBX3, UBA52, HEBP1, RAC2, AUP1, TBCB, GLRX3, CAST, 
DBNL, NUCKS1, PTGES3, PRDX5, TCEAL3, ACSL3, LUC7L2 in HSD17B11. 
Protein UBA52, ki ga uvrščamo med zelo verjetno z LK povezane proteine, je 
vpleten v ubikvitinacijo proteinskih substratov. Gre za fuzijski protein ubikvitinskih 
enot in ribosomalnega proteina RPL40 in je pomemben pri sestavljanju in 
delovanju ribosomov [35]. Izbitje gena UBA52 je na mišjih modelih povzročilo 
globalno znižano sintezo proteinov [36]. Tudi protein AUP1 je povezan z 
ubikvitinacijo. AUP1 se veže na LK in veže E2 ubikvitin konjugazo Ube2g2, ki ima 
pomembno vlogo v procesu ERAD [37]. Stradanje celic je privedlo do znižanja 
količine tako UBA52 kot tudi AUP1. Ta povezava nakazuje na vpletenost LK v 
kontrolo kvalitete proteinov ER [38]. Zanimivo je, da flavivirusi s pomočjo AUP1 
sprožijo lipofagijo in pomnoževanje virusov [39]. Zvišano izražanje smo ugotovili 
pri prostaglandin E sintazi 3 (PTGES3), ki sodeluje pri pretvorbi prostaglandina 
H2 v prostaglandin E2, kar kaže na vpletenost LK pri vnetnih odzivih in signalnih 
procesih v mikrookolju raka [40]. Povišano količino smo zaznali tudi pri proteinu 
tioredoksinu (TXN), ki je vpleten v regulacijo oksidativnega stresa, saj odstranjuje 
ROS [41]. Povišano izražanje v stradajočih pogojih smo zaznali še pri ACSL3 in 
HSD17B11, potrjenima proteinoma LK. Povišano izražanje ACSL3 v stradajočih 
pogojih so pokazali tudi v celicah COS-1 [42]. ACSL3 stimulira tvorbo LK in je 
pomemben že zgodaj pri tvorbi LK [42]. 
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Pri obeh ponovitvah smo samo pri v HBSS stradanih celicah zaznali en zelo 
verjetno z LK povezan protein (HSD17B7) in 8 proteinov, ki jih nismo uvrstili v 
nobeno od kategorij (CALM3, PBDC1, PPP1R7, CFDP1, TRAPPC3, LZTFL1, 
SNRPC, ARL6IP4). Vse te proteine smo zaznali v stradajočih pogojih, v 
kontrolnih pa ne, torej je njihovo izražanje posledica stradanja in je možno, da se 
na LK vežejo le prehodno. Izmed vseh velja izpostaviti TRAPPC3, ki je podenota 
kompleksa TRAPP (ang. "transport protein particle"), ki ima pomembno vlogo pri 
vezikularnem transportu [43]. V kvasovkah so pokazali vpletenost tega 
kompleksa pri sekreciji in avtofagiji [44]. Tudi LZTFL1 naj bi bil vpleten v 
znotrajcelični transport, natančneje, sodeluje pri recikliranju transferinskega 
receptorja [45]. Gen HSD17B7 kodira encim, ki je vpleten v lipidni metabolizem, 
in sicer deluje kot 17-β-hidroksisteroid dehidrogenaza v biosintezi estradiola in 
kot 3-ketosteroid reduktaza v biosintezi holesterola [46]. Med drugim ima 
pomembno vlogo pri patologiji hormonsko odvisnih tumorjev raka dojke MDA-
MB-231 [47]. 
Z analizo vsake ponovitve posebej z izračunom z-vrednosti smo iz množice 
zaznanih proteinov izluščili še nekaj zanimivih proteinov. Pri prvi ponovitvi smo 
kot signifikantno in glede na populacijo najbolj spremenjene, izven 95-odstotnega 
intervala zaupanja, zaznali 8 povišanih in 8 znižanih proteinov. Med povišanimi 
smo zaznali protein NAMPT in ga želimo tudi izpostaviti, saj smo ga zaznali že v 
prejšnjih proteomskih analizah LK v našem laboratoriju [24, 25]. NAMPT je 
pomemben pri sintezi kofaktorja NAD+, s čimer sodeluje pri uravnavanju 
aktivnosti od NAD+ odvisnih encimov, kot so npr. sirtuini, in tako posredno regulira 
metabolične in stresne procese. Deluje lahko tudi kot imunomodulatorni citokin in 
tako sodeluje pri vnetju [48]. Njegovo povišano izražanje je značilno za rakave 
celice, ki zaradi svoje pospešene proliferacije potrebujejo več NAD+ [49]. 
Povišano izražanje NAMPT zaradi pomankanja hranil so pokazali tudi v drugih 
študijah [50, 51]. Pri drugi ponovitvi smo izven 95-odstotnega intervala zaupanja 
zaznali 6 povišanih in 8 znižanih proteinov.  
Eden najbolj zanimivih proteinov z znižanim izražanjem pri stradanju celic raka 
dojke je G0S2. Zanimivo je, da kljub znani vlogi v povezavi z razgradnjo LK, G0S2 
ni bil zaznan med zelo verjetno z LK povezanimi proteini [23]. Njegova funkcija je 
regulacija lipidnega metabolizma, je endogeni inhibitor katabolizma LK, saj 
inhibira lipolizo z vezavo na lipazo ATGL [52, 53]. Znižano izražanje tega proteina 
ob stradanju so pokazali v človeškem maščobnem tkivu [54] in na živalskih 
modelih [55]. Zaradi znižanega izražanja G0S2 ob stradanju je aktivnost ATGL in 
zato tudi lipoliza neovirana, torej se MK lahko sproščajo iz LK [56]. 
V naši analizi smo identificirali proteine z različnimi funkcijami. Poleg proteinov 
vpletenih v lipidni metabolizem, smo identificirali še proteine povezane z 
ubikvitinacijo, citoskeletne in transportne proteine, proteine vpletene v redoks 
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reakcije, proteine vpletene v jedrne procese itd. Za potrditev rezultatov bi morali 
izvesti še več bioloških in tudi tehničnih ponovitev. Prav tako bi bilo povišano ali 
znižano izražanje zanimivih proteinov smiselno preveriti še z drugimi metodami, 
preden bi se lotili nadaljnjih raziskav njihove vloge v povezavi z LK. Vpliv 
stradanja na izražanje genov bi lahko preverili s kvantitativnim PCR in na ta način 
potrdili oz. ovrednotili pravilnost proteomskih rezultatov. Lokalizacijo 
identificiranih proteinov v celici in povezanost z LK pa bi morali preveriti z 
imunodetekcijo in fluorescenčno mikroskopijo. Trdimo lahko, da je bila naša 
proteomska študija uspešna, saj smo zaznali veliko več proteinov, kot pri prejšnjih 
analizah v našem laboratoriju, pa tudi mnogo z LK povezanih proteinov, kot tudi 














Na podlagi rezultatov magistrske naloge zaključujemo: 
- Pri analizi MS proteinov frakcije LK iz prve ponovitve smo zaznali 925 
proteinov, v drugi pa 900 proteinov. Pri obeh ponovitvah in hkrati v vseh 
pogojih smo zaznali 381 proteinov. Pričakovano smo med temi zaznali 
velik delež kontaminant (41 %, 155/381). 49 proteinov smo uvrstili med 
zelo verjetno z LK povezane, med temi pa smo zaznali 15 že potrjenih 
proteinov LK. Identificirali smo tudi veliko skupino  (47 %, 177/381) do 
sedaj z LK še nepovezanih proteinov, ki so zanimivi za nadaljnje 
raziskave.   
- Identificirali smo nekaj proteinov, ki jih v frakciji LK zaznamo le v stradanih 
celicah, kar kaže na njihovo morebitno s stradanjem pogojeno lokalizacijo 
na LK. 
- S kvantitativno analizo povprečnih sprememb izražanja proteinov v obeh 
ponovitvah smo identificirali 20 proteinov z značilno spremenjenim 
izražanjem, ki je posledica stradanja: G0S2, CDC42, SNX12, CBX3, 
UBA52, HEBP1, RAC2, AUP1, TBCB, GLRX3, CAST, DBNL, NUCKS1, 
PTGES3, TXN, PRDX5, TCEAL3, ACSL3, LUC7L2 in HSD17B11. 
- Z analizo sprememb izražanja proteinov znotraj posamezne ponovitve 
smo v prvi zaznali 16 proteinov, ki so bili glede na populacijo vseh 
proteinov najbolj spremenjeni zaradi stradanja. V drugi ponovitvi je bilo 
takšnih proteinov 14. 
- Zaznali smo proteine povezane z zelo različnimi funkcijami: lipidni 
metabolizem (ACSL3, HSD17B11, HSD17B7, G0S2), ubikvitinacija 
(UBA52, AUP1), vnetni odzivi (PTGES3), vzdrževanje redoks ravnotežja 
v celici (TXN, PRDX5), vezikularni transport (TRAPPC3, LZTFL1), sinteza 
kofaktorjev (NAMPT) idr. Ti proteini in procesi so vpleteni v odgovor na 
stresne pogoje in kažejo na povezave med LK in stresnim odgovorom v 
rakavih celicah.  
Naši rezultati kažejo na zelo raznolik proteom LK, ki je odvisen od okolja in stanja 
celice. Zaznani proteini imajo zelo različne funkcije v celičnem odgovoru na stres, 
kar nakazuje na vpletenost LK v te procese. Za večino zaznanih proteinov pa 
celične funkcije v povezavi z LK in stresom ne poznamo in bi jo bilo potrebno v 
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